ENCONTRO INTERNACIONAL
DE PRODUCAO CIENTIFICA
DA UNICESUMAR ISSN 2594-4991

ISBN 978-65-5615-456-5

ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS EFEITOS DO BIOTERAPEUTICO
200DH EM CAMUNDONGOS INFECTADOS POR Trypanosoma cruzi

Eduarda Pereira de Barros?!, Denise Lessa Aleixo2, Simone Martins de Oliveira3

1Académica do Curso de Medicina, Universidade Cesumar — UNICESUMAR, Campus Maringd/PR. Bolsista PIBIC/ICETI-UniCesumar.
eduardapereiradebarros@hotmail.com;
2Coorientadora, Doutora, Departamento de Medicina, UNICESUMAR. denise.aleixo@unicesumar.edu.br
“4Orientadora, Doutora, Departamento de Medicina, UNICESUMAR. simone.martins@unicesumar.edu.br

RESUMO

Tripanosoma cruzi € um protozoario que instaura uma infeccao grave em seu hospedeiro vertebrado, podendo
causar danos irreversiveis, principalmente em suas células musculares, causador da doenca tripanossomiase
ou Doenca de Chagas. A medicacao disponivel no mercado, que combate esse parasito, ndo €
completamente eficiente e produz danos indesejaveis e irreversiveis. Nesse sentido, pesquisas com
medicamentos homeopéticos tém se revelado promissoras no combate ao parasito, sobretudo as formas
amastigotas, que sao mais dificeis de serem exterminadas. Os bioterdpicos sdo es homeopéticos que
obtiveram maior sucesso em relagdo a infecgdo por T. cruzi, uma vez que esses medicamentos possuem seu
principio ativo retirado do proprio parasito, suas toxinas, parte de membras, realizando uma terapia conhecida
como isoterapia — cura pelo igual. Resultados encontrados indicam que o bioterapico 200dH atua coagindo o
sistema imune a combater o T. cruzi em cobaias contaminadas, fomentando uma resposta imune celular e
humoral mais eficiente que a fisiol6gica. Acredita-se que esse medicamento atue estimulando as células de
defesa, que passardo a responder de forma antigeno-especifico, favorecendo o combate de amastigotas.
Esse processo provavelmente é iniciado pela estimulagdo do macréfago, que por sua vez, de acordo com o0s
restados encontrados, inicia uma cascata inflamatéria, com predominancia da via Thl, fomentando, a
producgdo de IL4, IL-10 e interferon y, auxiliando no combate as amastigotas.

PALAVRAS-CHAVE: bioterapicos; Doenga de Chagas; homeopatia; T. cruzi.
1 INTRODUGCAO

Trypanosoma cruzi € o protozoario responsavel por causar a tripanossomiase
americana, também conhecida como doenca de Chagas (DC) (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012). A infeccdo humana por T. cruzi € frequente nas Américas, sobretudo na América
Latina, configurando a terceira doenca parasitaria de maior prevaléncia no mundo, com
crescente nimero de casos no continente europeu e asiatico (BOCCHI et al., 2012). A
infeccdo pelo parasito consiste na invasdo de determinados tecidos pela forma
tripomastigota metaciclico, uma forma flagelada que se movimenta pela corrente sanguinea
e interage com as células do hospedeiro num processo de invasdo que compreende:
adesdo celular, interiorizacdo e formacdo de um vacuolo parasitéforo e fendbmenos
intracelulares (NEVES et al., 2016).

A infeccdo por T. cruzi mobiliza varios mecanismos da resposta imune inata e
adaptativa que levam ao controle da primeira fase da infec¢cao, conhecida como parasitemia
patente, mas néo elimina o parasito do hospedeiro vertebrado, resultando em uma baixa
parasitemia e persistente parasitismo tecidual, conhecida como parasitemia subpatente.
Estudos mostram que lesbes teciduais resultantes da resposta imune prolongada
desencadeada pela permanéncia do parasito no tecido participam na patogénese das
diversas formas clinicas da doenca (NEVES et al., 2016). Postula-se assim, que a DC &
uma doenca eminentemente inflamatoéria, cujas lesdes provocadas pelo parasito nos
diferentes tecidos revelam-se em sinais e sintomas.

O tratamento para a DC é parcialmente eficaz. No Brasil, a Unica droga disponivel,
0 benzonidazol, é indicado para a fase aguda da doenca e acompanha efeitos indesejaveis
importantes que comprometem a adesédo ao tratamento (BEZERRA; MENEGUETTI,
CAMARGO, 2012). Os bioterapicos sdo medicamentos homeopaticos, feitos com utilizacéo
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do préprio agente etiolégico como matéria prima. Dessa forma, a composicéo pode ser feita
por orgdos doentes, patdgenos e suas toxinas, bem como secrecdes patoldgicas. No
campo da homeopatia, essa terapéutica é denominada isopatia, conhecida como a cura
pelo igual, descrita por Almeida (2011), na qual o igual (patégeno) € capaz de destruir o
igual (patologia).

Em um estudo com bioterapico 200dH, cobaias tratadas exibiram um aumento de
algumas citocinas, evidenciando que esse medicamento estimula imunidade humoral frente
aos parasitos (ALEIXO et al.,, 2017). Os resultados prévios obtidos apds analise do
tratamento dos animais infectados com T. cruzi com o bioterapico 200dH mostraram que
houve um aumento na mortalidade dos animais infectados e na infec¢do tecidual, por
exemplo. Esses resultados sugeriram que o mesmo medicamento dado em fases diferentes
(conica e aguda) da doenca, pode ser desfavoravel ao progndstico. Acredita-se que a
administracdo indiscriminada desse medicamento esteja relacionada a maior
periculosidade, visto a diminuicdo da expectativa de vida apos infec¢cao e administracéo do
homeopético (ALEIXO et al., 2017).

Portanto, esse estudo busca avaliar a acdo do bioterapico 200dH em laminas
histopatolégicas de 6rgdos alvos apos infeccdo com T. cruzi em camundongos. Para isso,
foi analisada a resposta inflamatéria no musculo cardiaco de camundongos apés infec¢éo
com T. cruzi, a quantidade de macrofagos, linfocitos, bem como a presenca de figuras
apoptoticas no ambiente de infec¢cdo por T. cruzi nos 6rgaos alvo.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado a partir de materiais confeccionados em um
experimento cego, randomizado, em ensaio controlado, feito em triplicata, utilizando
camundongos Suicos, Mus musculus, de 56 dias de idade. O experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/ UEM) sob o protocolo 030/2008,
segundo as normas éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

O experimento segue o protocolo de Aleixo et al. (2015). Foram utilizados animais
infectados via I.P. com 1,400 tripomastigotas sanguineas de T. cruzi, cepa Y. Os animais
foram divididos em grupos e tratados com bioterdpico 200dH injetavel. Os grupos
consistiam em: C.I. — animais infectados e tratados com uma solugcédo de agua e etanol a
7%, em agua (10 pl/mL); Grupo D.E — animais infectados e tratados com bioterapico T. cruzi
200dH, em agua (10 pl/mL), oferecido desde o dia da infeccdo até o final da pesquisa;
Grupo S.D — animais infectados e tratados com bioterapico T. cruzi 200dH, em agua (10
pl/mL), oferecidos nas primeiras 12 horas de infecgao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise histopatoldgica, foi evidenciado e comparado a presenca, assim
como a quantidade, de granulomas e focos infecciosos em cobaias infectadas pelo T. cruzi
e tratadas com bioterapico 200dH. A analise histopatolégica apontou que as cobaias
infectadas e tratadas com bioterapico 200dH nas primeiras 12 horas (grupo S.D),
apresentaram maior quantidade de focos infecciosos em relagdo ao grupo E.D, que foi
tratado constantemente com o medicamento homeopatico. A figura 1 evidencia resultados
encontrados no musculo cardiaco das cobaias desse grupo.

A figura 1 representa, no lado (A), as cobaias do grupo S.D, em objetiva de 40x,
sendo que a flecha cheia indica foco infeccioso de T. cruzi em miécitos cardiacos e as
flechas vazadas indicam macrofagos dispersos, proximos ao foco infeccioso, no 12° dia da
infeccdo. Em (B), cobaias do grupo S.D, em objetiva de 40x, as flechas cheias indicam
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pequeno foco infeccioso na mesma cobaia, circundados por macréfagos escassos, no 12°
dia da infeccéo.

Em contrapartida, as cobaias infectadas e tratadas com bioterdpico 200dH ao longo
de toda a vida, a partir da infeccdo (grupo E.D), apresentaram a melhor resposta imune
celular contra o parasita, evidenciando uma relevante quantidade de macrofagos
circundando os granulomas e focos infecciosos de T. cruzi, como ilustrado na figura 2.

Figura 1: Fotografia de alteragdes no musculo cardiaco do Mus musculus no grupo S.D. Flecha cheia indica
foco infeccioso de T. cruzi em midcitos cardiacos e as flechas vazadas indicam macréfagos dispersos,
proximos ao foco infeccioso, no 12° dia da infec¢do. Em (B), cobaias do grupo S.D, em objetiva de 40x, as
flechas cheias indicam pequeno foco infeccioso na mesma cobaia, circundados por macréfagos escassos,
no 12° dia da infec¢éo.

Fonte: Autoria propria, 2020.

Essas cobaias apresentaram uma densidade de macréfagos maiores, em relacao
aos grupos C.l e S.D, bem como em Aleixo et al. (2017), foi constatado uma melhor resposta
imune contra as amastigotas do T. cruzi, assim como uma resposta humoral, mediada,
principalmente, por IL-4 e IL-10. Por fim, as cobaias que ndo receberam tratamento com a
medicacdo homeopética evidenciaram maior quantidade de granulomas e focos
disseminados da infeccdo em relacdo aos grupos tratados, progredindo conforme o dia da
infeccdo. Sendo assim, os resultados apontam que os bioterapicos 200dH estimulam a
resposta imune inata, para que esta antecipe a resposta imune adaptativa, combatendo
com maior eficiéncia os parasitos. Resultados expostos em Aleixo et al. (2017) comprovam
a efetividade do bioterapico 200dH, no tocante a parasitemia.

Figura 2: Fotografia de alteragdes no musculo cardiaco do Mus musculus no grupo E.D. Flecha cheia
indicam macrofagos dispersos, préximos ao foco infeccioso, apontado por flecha simples.
Fonte: Autoria prépria (2020).

Na figura (A), tem-se as cobaias do grupo E.D, em objetiva de 40x, a flecha cheia
indica células de defesa (macréfagos) em direcéo e circundando o foco infeccioso de T.
cruzi, no 12° dia da infeccdo. Ja na figura (B), ha as cobaias do grupo E.D, em objetiva de
100x, as flechas cheias indicam a presenca de macréfagos, células com nucléolo basofilico
e nucleo anico, no 12° dia da infecgéo.
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Os grupos S.D e E.D apresentaram combate as tripomastigotas. O grupo E.D
evidenciou, a partir do 15° dia de tratamento, uma carga infecciosa meédia inferior a 1mL x
10®, se aproximando da extincdo parasitolégica do organismo das cobaias. O grupo S.D
também apresentou baixa concentracdo de tripomastigotas, aproximando-se da extincdo
do parasito no 18° dia, no entanto, a concentracéo ascendeu a partir do 19° dia da infecgéo.

Aleixo et al. (2017) evidenciou que as cobaias tratadas (grupo S.D e E.D)
apresentaram mortalidade média, em até 20 dias, assim como as cobaias nédo tratadas com
o0 medicamento homeopatico. No entanto, estas apresentaram uma vida maior em relacéo
aos grupos tratados.

Os medicamentos homeopéaticos altamente diluidos, denominados bioterapicos,
apresentam matéria prima constituida do préprio agente agressor ao organismo. Nesse
sentido, como evidenciado nos resultados, ele € capaz de desencadear uma reposta
imunolégica mais agressiva, auxiliando no recrutamento celular para a defesa do
hospedeiro. Essas reacdes culminam no aumento de macrofagos, que por sua vez,
deflagram respostam importantes para a erradicacao do patdgeno.

De acordo com Montéon et al. (1996), a reacdo imune inata contra o T. cruzi €
formada, primeiramente, por células polimorfonucleares, que se inicia ap6s 1 (uma) hora
da infeccdo, com pico em cerca de 24 (vinte e quatro) horas depois, desaparecendo
gradativamente apos isso. Concomitante ao desaparecimento, a migracdo de macrofagos
tissulares se inicia, podendo perdurar intensamente por mais de 15 (quinze) dias da
infeccdo. Essas células possuem uma peculiaridade no que se refere a esse parasito, visto
gue inicialmente elas constituem-se como alvos do T. cruzi. No entanto, os macrofagos,
conforme a progressao e maior interagcdo com o parasito, adquirem resisténcia, atuando,
entdo, de maneira mais efetiva no combate a Doenca de Chagas.

A infeccéo pelo T. cruzi, segundo Jorge e Casto (2000), promove, inicialmente, uma
lesdo vascular ap6s romper células musculares devido a alta, e crescente, carga de
parasitas no granuloma. Esse rompimento gera alteracdes e lesdes vasculares, fazendo
com que, rapidamente, as plaquetas sejam ativadas no local da lesdo, bem como o
endotélio vascular adjacente. Esses acontecimentos constituem-se como sinais para a
migracao de macréfagos tissulares a regido de ocorréncia do granuloma, ou foco infeccioso.

Os macrofagos constituem-se como células multiefetoras, pois adquirem, processam
e apresentam o antigeno para linfocitos T e B, iniciando a resposta imune adaptativa. Além
disso, essas células, concomitantemente, sdo responsaveis por aumentar a concentracao
de IL-1 e Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), que sinalizam para mastécitos, monécitos
e fibroblastos o local da lesdo, além de auxiliarem na producdo de Oxido Nitrico (NO),
tornando o epitélio mais permeavel para a diapedese de células de defesa. Dessa forma,
os resultados encontrados possibilitam acreditar que o bioterapico 200dh antecipa a
resisténcia do macréfago pelo T. cruzi, desencadeando uma resposta imunolégica mais
rapida do que a do grupo C.l, uma vez que esses animais apresentam carga parasitolégica
maior conforme a progressédo dos dias de infeccdo, ao contrario dos grupos tratados (S.D
e E.D).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A Doenca de Chagas ainda se configura como uma doencga infecciosa de alta
prevaléncia no Brasil, no entanto, continua sem tratamento eficaz. As medicacfes
homeopaticas demonstram que séo capazes de atuar no combate da infec¢cado provocada
pelo agente etioldgico dessa patologia, contudo, os estudos para entender a atuacdo
desses medicamentos sao escassos.

O bioterapico 200dH apresentou uma boa resolu¢do do quadro parasitolégico em
cobaias infectadas pelo T. cruzi, todavia, a resolugdo do quadro imunologico é de dificil
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controle, visto que esse medicamento, possivelmente, amplifica, de forma descontrolada, a
resposta do hospedeiro aos antigenos do parasita, evidenciando o beneficio e a
periculosidade desses medicamentos, de forma simultanea.

Estudos em relacdo a formulacdes semelhantes ao bioterapico 200dH podem
configurar-se como vanguarda para a resolucao de patologias infecciosas, tendo em visto
a alta responsividade dos parasitos e do organismo a esses medicamentos. Dessa forma,
esse estudo traz a possibilidade do viés homeopatico no combate as maiores patologias
infecciosas, sobretudo, a Doenca de Chagas.
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