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RESUMO: A doenca de Chagas causada pelo parasita Trypanosoma cruzi acomete
milhdes de pessoas no mundo e ndo conta com um medicamento de acédo efetiva para o
seu tratamento etioldgico. As drogas disponiveis, o nifurtimox e o benznidazol possuem
indices de cura baixos com efeitos colaterais e toxidade que dificultam a adesdo dos
pacientes a terapia. Este fato impulsiona a busca por alternativas de tratamento que sejam
mais efetivas e menos agressivas. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo a
avaliacdo dos efeitos clinicos apresentados por Rattus norvergicus infectados por T. cruzi
e tratados com solug¢des ultradiluidas de Lycopodium clavatum ou Phosphorus. O estudo
envolveu 93 ratos com quarenta e cinco dias de idade infectados intraperitonealmente
com 5x108 formas tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T. cruzi, distribuidos nos
grupos: Sadio SD (n=13) - controle ndo infectado e néo tratado, grupo Cl (n=27) -
controle infectado e tratado com solucdo hidroalccolica 7% (etanol — agua), grupo LY
diluicio 1:1x10% (n=27) - infectado e tratado com Lycopodium, grupo PH diluicéo
1:1x10%® (n=26) - infectado e tratado com Phosphorum. Os animais foram avaliados
clinicamente através dos parametros peso, temperatura, consumo de agua e racao,
quantidade de excretas, diametro e comprimento intestinal, aspecto da pelagem e
consisténcia das fezes. Este estudo mostrou que os parametros utilizados foram
importantes para a definicdo clinica da infeccdo de Rattus novergicus, linhagem Wistar
pelo T. cruzi. Mostrou que os medicamentos LY e PH apresentam efeitos benéficos na
evolucdo da clinica dos animais tratados. A utilizacdo de Lycopodium clavatum e
Phosphorus diluidos na proporcdo de 1:1x10%°, apresentaram efeitos diferentes. OQito e
seis parametros de quatorze analisados mostraram efeitos positivos para LY e PH,
respectivamente. Os parametros consumo de agua e racdo, quantidade de excretas,
diarreia, alopecia difusa e comprimento intestinal apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao controle infectado mostrando que mais estudos sdo necessarios com 0 uso
de medicamentos ultradiluidos na infeccédo pelo T. cruzi.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma Cruzi; Doenga de Chagas; Medicamentos
Ultradiluidos; Ratos Wistar.
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RATTUS NORVEGICUS INFECTED WITH TRYPANOSOMA CRUZI:
CLINICAL EFFECTS OF TREATMENT WITH HIGHLY DILUTED
LYCOPODIUM CLAVATUN AND PHOSPHORUS

ABSTRACT: Chagas disease caused by the parasite Trypanosoma cruzi affects millions
of people worldwide and does not have an effective drug for its etiological treatment. The
available drugs, nifurtimox and benznidazole, have low cure rates with side effects and
toxicity that make it difficult for patients to adhere to therapy. This fact drives the search
for treatment alternatives that are more effective and less aggressive. Therefore, this work
aimed to evaluate the clinical effects presented by Rattus norvergicus infected by T. cruzi
and treated with ultradiluted solutions of Lycopodium clavatum or Phosphorus. The study
involved 93 forty five day old rats intraperitoneally infected with 5x10° blood
trypomastigotes forms of the Y strain of T. cruzi, distributed in the following groups:
Healthy SD (n=13) - non-infected and untreated control, CI group (n =27) - infected
control and treated with 7% hydroalcoholic solution (ethanol — water), LY group dilution
1:1x10% (n=27) - infected and treated with Lycopodium, PH group dilution 1:1x10%
(n=26) - infected and treated with Phosphorum. The animals were clinically evaluated
through the parameters weight, temperature, water and feed consumption, amount of
excreta, intestinal diameter and length, coat appearance and feces consistency. This study
showed that the parameters used were important for the clinical definition of infection of
Rattus novergicus, Wistar lineage by T. cruzi. It showed that LY and PH drugs have
beneficial effects on the clinical evolution of treated animals. The use of Lycopodium
clavatum and Phosphorus diluted in the ratio of 1:1x10%%, showed different effects. Eight
and six parameters out of fourteen analyzed showed positive effects for LY and PH,
respectively. The parameters water and feed consumption, amount of excreta, diarrhea,
diffuse alopecia and intestinal length showed significant differences in relation to the
infected control, showing that more studies are needed with the use of ultradiluted drugs
in T. cruzi infection.

KEYWORDS: Trypanosoma Cruzi; Chagas Disease; Ultra-Diluted Drugs; Wistar Rats.

RATTUS NORVEGICUS INFECTADO CON TRYPANOSOMA CRUZI:
EFECTOS CLINICOS DEL TRATAMIENTO CON CLAVATUN LICOPODIO
ALTAMENTE DILUIDO Y FOSFORO

RESUMEN: La enfermedad de Chagas causada por el parasito Trypanosoma cruzi afecta
a millones de personas en todo el mundo y no cuenta con un farmaco eficaz para su
tratamiento etioldgico. Los farmacos disponibles, nifurtimox y benznidazol, presentan
bajas tasas de curacion con efectos secundarios y toxicidad que dificultan la adherencia
terapéutica de los pacientes. Este hecho impulsa la busqueda de alternativas de
tratamiento mas eficaces y menos agresivas. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar los efectos clinicos presentados por Rattus norvergicus infectados por T. cruzi y
tratados con soluciones ultradiluidas de Lycopodium clavatum o Fésforo. En el estudio
participaron 93 ratas de cuarenta y cinco dias de edad infectadas intraperitonealmente con
5x106 formas tripomastigotes sanguineas de la cepa Y de T. cruzi, distribuidos en los
siguientes grupos: SD sano (n=13) - control no infectado y no tratado, grupo CI (n =27)
- control infectado y tratado con solucion hidroalcoholica al 7% (etanol - agua), grupo
LY dilucién 1:1x1026 (n=27) - infectado y tratado con Lycopodium, grupo PH dilucién
1:1x1026 (n=26) - infectado y tratado con Phosphorum. Los animales fueron evaluados
clinicamente mediante los parametros peso, temperatura, consumo de agua y pienso,
cantidad de excrementos, diametro y longitud intestinal, aspecto del pelaje y consistencia
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de las heces. Este estudio demostré que los parametros utilizados eran importantes para
la definicion clinica de la infeccion de Rattus novergicus, linaje Wistar por T. cruzi.
Demostro que los farmacos LY y PH tienen efectos beneficiosos en la evolucién clinica
de los animales tratados. El uso de Lycopodium clavatum y Phosphorus diluidos en la
proporcion de 1:1x1026, mostro efectos diferentes. Ocho y seis parametros de los catorce
analizados mostraron efectos positivos para LY y PH, respectivamente. Los parametros
consumo de agua y pienso, cantidad de excretas, diarrea, alopecia difusa y longitud
intestinal mostraron diferencias significativas en relacion al control infectado, mostrando
que son necesarios mas estudios con el uso de farmacos ultradiluidos en la infeccion por
T. cruzi.

PALABRAS CLAVE: Trypanosoma Cruzi; enfermedad de Chagas; farmacos
ultradiluidos; Ratas Wistar.

1. INTRODUCAO

Descrita por Carlos Chagas em 1901 (CHAGAS, 1909), a tripanossomiase
americana causada pelo protozoario intracelular Trypanosoma cruzi (COURA, 2003;
WHO, 2000), é na atualidade uma das patologias tropicais mais importantes no Brasil e
na América Latina. Cerca de oito milhdes de pessoas estdo infectadas pela zoonose e
outros 50,000 novos casos sdo relatados anualmente nas Américas (SENIOR, 2007;
WHO, 2002). Apesar disto, a doenca € considerada negligenciada e ndo conta, até o
momento, com uma droga de acdo efetiva para o seu tratamento etioldégico (COURA,
2003).

As primeiras e unicas drogas disponiveis para o tratamento da infec¢do chagasica
humana, o nifurtimox e o benznidazol, contam com indices de cura muito baixos na fase
cronica da doenca e apresentam efeitos colaterais e toxidade que reduzem a adesdo dos
pacientes ao tratamento (DE CASTRO, 1993; BRENER et al, 2000). Assim, a busca de
um medicamento mais eficaz tém sido um dos principais objetivos dos pesquisadores
constituindo esperanca para a melhoria do tratamento da doenca (FERRAZ et al, 2007;
ALEIXO et al., 2008).

Estudos recentes relatam que alguns produtos de origem natural sdo eficazes no
tratamento de doencas, promovendo uma ativacdo do sistema imune e consequente
resisténcia a infecgdes (BIN- HAFFEZ et al., 2003; MUNGANTIWAR et al., 1999).
Neste contexto, substancias naturais ultradiluidas tém sido avaliadas (BONAMIN et al.,
2008; BONAMIN, 2006), e constituem alternativa eficiente e segura de tratar ou
contribuir na reducdo de toxidade e de efeitos colaterais observados no tratamento de
diversas doengas (TEIXEIRA, 2006). Ao longo dos anos, cresce progressivamente a

quantidade de pacientes que utilizam este tipo de tratamento, assim como o nimero de
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pesquisadores e experimentos cientificos, tanto in vitro como in vivo, buscando seus
provaveis mecanismos de acdo (FERRAZ et al., 2004; ALEIXO et al., 2008).
Em razdo dos resultados observados, a organizacdo mundial da saide — WHO tém
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estimulado a utilizacdo de medicamentos ultradiluidos, 0 que aumentou seu consumo e
tornou esta op¢do um dos tratamentos complementares/ alternativos mais utilizados em
todo o mundo. No Brasil, com o intuito de incentivar o desenvolvimento de projetos que
visem incrementar a disponibilidade destas préaticas, o Ministério da Saude do Brasil
aprovou uma “Politica Nacional de Praticas Integrativas ¢ Complementares no Sistema
Unico de Saude” (FERRAZ, 2011).

O rato de laboratorio, Rattus novergicus, tém sido um dos animais mais utilizados
como modelos experimentais em centros de pesquisa no mundo todo, proporcionando
condicdes ideais de estudos por possuirem caracteristicas fisiologicas e genéticas
semelhantes a dos humanos (HARKNESS, 1993). Além disto, por seu maior porte em
relagdo ao camundongo permite melhor manejo e coleta de maior quantidade de materiais
bioldgicos o que proporciona a avaliagdo de maior numero de pardmetros em estudos
experimentais (WHO, 2002).

Em ratos, a infeccdo experimental por T. cruzi manifesta-se de maneira menos
letal que no camundongo com maior sobrevida dos animais, oferecendo melhores
condic@es de estudo e permitindo melhor avaliacdo clinica.

Embora possam ser identificados na literatura varios artigos (ALMEIDA et al.,
2008; QUEIROZ et al., 2006; ALEIXO etal., 2012; SANDRI et al., 2011) que estudaram
o efeito de alguns medicamentos ultradiluidos na infeccdo experimental de camundongos
pelo T. cruzi, até quanto nos foi possivel avaliar, ndo foi possivel encontrar artigos que
mostrassem o efeito de substancias naturais ultradiluidas sob o curso clinico da infeccao
de ratos pelo T. cruzi.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos clinicos apresentados por
Rattus norvergicus infectados por T. cruzi tratados com solucbes ultradiluidas de

Lycopodium clavatum ou Phosphorus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Etica

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em experimentacdo animal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parana- Parecer 063/ 2012. Todas as
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recomendacdes da lei nacional na experimentacdo animal (n° 6.638, 05 de novembro,

1979) foram respeitadas.

2.2 Delineamento Experimental
O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por

sorteio e repetido duas vezes.

2.3 Animais

O estudo envolveu 93 ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) distribuidos em
dois experimentos. Os animais eram machos, com 45 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Os animais chegaram ao
biotério setorial e permaneceram por sete dias para um processo de adaptacdo antes do
inicio do experimento. Foram acondicionados em caixas convencionais de polipropileno
(dimensdo de 30x20x13cm) com tampa de metal contendo divisérias para racdo e agua
(Modelo GC 111 - Beiramar®) de modo que as médias dos pesos iniciais fossem
estatisticamente iguais. As caixas permaneceram em biotério climatizado (temperatura
entre 21 e 23°C) com ciclo claro/escuro de 12 horas. Receberam agua e racdo (Nuvilab
Cr-1® da Nuvital®) ad libitum e o piso da gaiola (forracdo ou cama) utilizado foi a zedlita
clinoptilolita (Zeocel®, Celta Brasil) pela sua alta capacidade de adsorcao.

2.4 Infeccéo
Os animais foram infectados intraperitonealmente com 5x10° formas
tripomastigotas sanguineos de T. cruzi, cepa Y, por animal (SILVA, 1953). O nimero de

parasitos foi determinado de acordo com literura (BRENER, 2000).

2.5 Grupos Experimentais e Tratamento

Foram organizados os seguintes grupos: Grupo Sadio SD (n=13) - controle ndo
infectado e ndo tratado, grupo CI (n=27) - controle infectado e tratado com solucdo
hidroalccolica 7% (etanol — &gua), grupo LY (n=27) - infectado e tratado com
Lycopodium clavatum diluigdo 1:1x10%, grupo PH (n=26) - infectado e tratado com
Phosphorum diluigdo 1:1x10%.

Todos os tratamentos foram oferecidos diluidos em agua (10 mL / mL) e
oferecidos ad libitum no segundo dia antes da infeccdo e no segundo, quinto e sétimo dia

apos a infecgdo. Foram disponibilizados aos animais por 16 horas consecutivas e 0
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periodo de tratamento baseou-se na relacdo entre a acdo do medicamento e o efeito que
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este produz no sistema imunolégico animal. Além disso, considerou a evolugao especifica
do T. cruzi em roedores (SANDRI et al., 2010; ALMEIDA, 2007). Assim, 0s tratamentos
realizados antes da infeccdo animal - CI, PH e LY simulam a acdo do medicamento
quando o sistema imunoldgico ndo esta em contato com o parasito. Apés a infeccdo, €
possivel observar a agdo do medicamento e do sistema imunoldgico frente & presenca dos
parasitas nos periodos que antecedem o pico de parasitemia, exatamente durante o pico
maximo e depois dele (SANDRI et al., 2010; ALMEIDA, 2007).

2.6 Lycopodium clavatum e Phosphorus:

Substancias naturais que apresentam efeitos bioldgicos importantes (QUEIROZ
et al., 2006). Os medicamentos Lycopodium clavatum e Phosphorus foram propostos a
partir de resultados observados em estudos anteriores (ALMEIDA et al., 2008;
FALKOWISKI et al., 2010). O tratamento com Lycopodium clavatum apresentou
beneficios em camundongos infectados pelo T. cruzi promovendo menores indices de
parasitemia, melhor desenvolvimento clinico e maior sobrevida para 0s animais
(FALKOWISKI et al., 2010). O tratamento pré-infec¢do de camundongos infectados pelo
T. cruzi com Phosphorus modulou a resposta imune do hospedeiro aumentando
significativamente a quantidade de linfocitos e atuou na patogenicidade da doenga,
reduzindo o periodo de parasitemia patente e o indice de mortalidade, principalmente
durante a fase aguda da infeccdo (ALMEIDA et al., 2008).

As tinturas-mée de Lycopodium clavatum (Doith Homeophaty Union, Alemanha)
e de Phosphorus (Homeopatia Bento Muri, Sdo Paulo, Brasil) foram preparadas através
da maceracdo dos esporos secos da planta ou do mineral em etanol que atuou como
insumo inerte de forma que o teor alcodlico durante e ao final da extracdo fosse de 90%
(VIV). Para alcangar a diluicdo final (1:10%) foram feitas 13 diluicBes sucessivas de
1:100. A homogeneizacdo para cada dilui¢do foi procedida com 100 agitacbes mecanicas
(Agitador mecanico Denise 10-50, AUTIC, Brasil) Farmacopéia Homeopatica brasileira

(1997). Foi utilizado como solvente solugéo hidroalcodlica a 7%.
2.7 Parametros Analisados

Todos os animais foram avaliados clinicamente durante quatro dias antes da

infeccdo, 14 dias consecutivos apos a infeccdo e a cada trés dias entre 0 15° e 27° dia de

Arquivos de Ciéncias da Satde da UNIPAR, Umuarama, v.27, n.3, p. 1085-1105, 2023. ISSN 1982-114X 1090




infeccdo (PEREIRA & NUSSENZWEIG, 1953) em horério fixo as 09h00min. Os dados
obtidos eram registrados em fichas de desempenho animal.
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Peso - expresso em grama, foi avaliado individualmente em balanca BEL®.

Temperatura - expressa em grau centigrado, foi aferida individualmente inserindo
cuidadosamente o termémetro na regido do anus utilizando termdmetro Icel, modelo TD-
920.0387.

Consumo de agua e racao - expressos em mililitro e grama, respectivamente.
Foram avaliados coletivamente, considerando o valor inicial oferecido ao grupo subtraido
do valor medido apds um dia de consumo. O valor obtido foi dividido pelo nimero de
animais para estimar os valores individuais.

Quantidade de excretas - expresso em grama, foi obtido pela pesagem da cama
das gaiolas antes do uso subtraida do valor da pesagem obtido apds um dia de uso. Foram
consideradas fezes e urina conjuntamente.

Aspecto das fezes — Foi avaliada presenca ou auséncia de diarreia com fezes
pastosas.

Aspectos da Pelagem - foram avaliadas a presenca de piloerecdo (pelos ericados)
e alopecia difusa (queda de pelos), definidas como presentes ou ausentes durante trés dias
consecutivos.

Diametro e comprimento intestinal- Foram avaliados aspectos anatdmicos do
intestino grosso de cinco animais sorteados no grupo SD e Cl, quatro animais tratados do
grupo LY e quatro animais tratados do grupo PH no 125° dia de infec¢do. No 315° dia de
infeccdo foram avaliados trés animais de cada grupo. Os animais foram sedados
(cloridrato de cetamina e xilasina- 1:1, via intramuscular), e submetidos a exames
radiologicos com a administracdo retal de 5,0 ml de sulfato de bario (enema opaco)
(OKUMURA, 1961). A dilatacdo do célon (diametro intestinal) foi mensurada através da
utilizacdo de um paquimetro digital (Starret®) na radiografia obtida. Ap6s 0s exames 0s
animais sofreram eutanasia por aprofundamento anestésico (cloridrato de cetamina
50mg/kg) e xilasina-10mg/kg, intraperitonealmente), e o comprimento do célon foi

mensurado com auxilio de uma fita métrica.

2.8 Analise estatistica
Os dados obtidos foram comparados utilizando-se o programa Statistica 8.1 com
nivel de significancia de 5%. Para verificacdo de normalidade o teste Shapiro-Wilk foi

realizado. Quando os dados foram provenientes de distribuicdo normal, utilizou-se a
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analise de variancia (ANOVA) seguida do teste LSD (Least Significant Difference). Os
dados ndo paramétricos foram analisados através do teste Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn e para a comparacao de proporgdes foi utilizado o teste Z. Foram considerados
os diferentes periodos: Menos 3° ao 4° dia de infeccdo- periodo pré-infeccdo com
tratamento ou até o inicio da constatacdo da infeccdo pelo T. cruzi, 5° ao 10° dia de
infeccdo- periodo em que ocorre o pico de parasitemia, 11° ao 27° dia de infec¢éo- quando

0s niveis parasitemicos caem vertiginosamente com infecgdo subpatente.

3. RESULTADOS

A curva de peso apresentou evolugdo caracteristica de animais infectados com
menor ganho de peso ap6s 0 10 ° dia de infeccdo, sem diferenca estatistica entre os grupos.
No entanto, foi possivel observar tendéncia de melhor desempenho no grupo tratado com
LY (Figura 1A).

Figura 1- Curvas da evolucdo do ganho de peso e temperatura em ratos Wistar infectados pelo T. cruzi.
Evolucdo do ganho de peso (A) e temperatura (B) em ratos Wistar infectados com 5x106 formas
tripomastigotas da cepa y de T. cruzi nos diferentes grupos experimentais Cl- Controle infectado e tratado
com soluc¢do hidroalccdlica 7% (etanol — dgua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium dilui¢éo
1:1x1026, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluicdo 1:1x1026, grupo SD- animais sadios.
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Quanto a temperatura, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos. Do 11° ao 27° dia de infeccdo a probabilidade de diferenca entre os grupos é
menor que 10% (p=0,07) com o grupo LY apresentando curva que se destaca dos demais
grupos e com a hipotermia caracteristica de piora clinica da infecgdo pelo T. cruzi mais
suave (Figura 1B).

A figura 2A evidencia o decréscimo do consumo de 4gua de forma continua e

progressiva nos grupos infectados até o 24° dia de infec¢do quando é possivel observar a

Arquivos de Ciéncias da Satde da UNIPAR, Umuarama, v.27, n.3, p. 1085-1105, 2023. ISSN 1982-114X 1092




recuperacdo de todos os grupos. No segundo periodo, 3° ao 10° dia de infeccdo, o
tratamento, independente dos grupos LY ou PH o consumo de agua diminuiu (p=0.0011,
Tabela 1). Do 11° ao 27° dia de infec¢do o grupo tratado com LY apresentou melhor
desempenho ja que ndo foi observada diferenca significativa em relagdo ao controle sadio
(p=0.0003, Tabela 1).

Tabela 1 - Consumo de agua avaliado em ratos Wistar infectados com 5x106 formas tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi, cepa Y. Grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solucdo hidroalccdlica 7%
(etanol — &gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium dilui¢do 1:1x10%, grupo PH- infectado e
tratado com Phosphorum 1:1x102%. Os animais foram observados em periodos distintos da infecgio: Trés
(3) dias antes da infeccéo (- 3°) ao 4° dia de infecco, 5° ao 10° dia de infeccdo, 11° ao 27° dia de infeccéo.
Os valores foram expressos como média + desvio padrdo. Diferentes nimeros em parénteses representam
médias estatisticamente significantes (p<0.05).
Consumo de 4gua

Menos 3° ao 4° dias 5% a0 10° dia 11° dia ao 27° dia
Grupo n Média £ Desvio p* n Média £ Desvio p* n  Média £ Desvio p**
Padrdo Padrdo Padrdo
Controle 27 464 + 53 27 432 + 37 19 332 + 44
infectado
Lycopodium 26 431 + 39 0,03691® 25 384 + 40 0,0011® 16 344 * 1,7 0,0003®
Phosphorus 26 44,2 + 20 26 40,2 + 40 17 314 + 3,6
Sadio 13 471 + 0,0 3 411 + 00 3 418 + 00

*Kruskal-Wallis seguida do teste post-hoc Dunn; ** ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; @ Sadio difere de
Lycopodium; @ Sadio difere de Lycopodium e de Phosphorus; ® Sadio difere de controle infectado e de Phosphorus.

A figura 2B mostra o consumo de racdo ao longo do periodo de infec¢do, com
efeitos diferentes de acordo com o tratamento. No primeiro e segundo periodos, 0 grupo
sadio foi responsavel pela diferenca estatistica (p=0,0040, Tabela 2) e ndo se observa
diferenca entre os grupos tratados e controle infectado. No terceiro periodo, do 11° ao 27°
dia de infeccdo, o grupo tratado com LY mostra melhores resultados com melhor

performance que o grupo controle infectado e PH (p=0,0003, Tabela 2).
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Figura 2- Curvas da evolugdo do consumo de agua e ragdo em ratos Wistar infectados pelo T. cruzi.
Evolucdo do consumo de agua (A) e ragéo (B) em ratos Wistar infectados com 5x10° formas
tripomastigotas da cepa y de T. cruzi nos diferentes grupos experimentais: CI- Controle infectado e
tratado com solugdo hidroalccélica 7% (etanol — dgua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium
diluigdo 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluicdo 1:1x10%, grupo SD- animais
sadios.
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Tabela 2 - Consumo de racéo avaliado em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi, cepa Y. Grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solugéo hidroalccolica 7%
(etanol — &gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium diluicdo 1:1x108, grupo PH- infectado e

tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x108. Os animais foram observados em periodos distintos da
infeccdo: Trés (3) dias antes da infec¢do (- 3°) ao 4° dia de infecgdo, 5° ao 10° dia de infec¢do, 11° ao 27°
dia de infec¢do. Os valores foram expressos como média + desvio padréo. Diferentes nimeros em
parénteses representam médias estatisticamente significantes (p<0.05).

Consumo de racdo

Menos 3° ao 4° dias 52 a0 10° dia 11° dia ao 27° dia
Grupo n Média + p* n  Média + p* n  Média + p**
Desvio Padrao Desvio Padrao Desvio Padrao
Controle 27 21,8 + 35 27 205 + 3,1 19 20,1 + 3.2
infectado
Lycopodium 26 214 + 4,3 0’0040(1) 25 19,8 + 40 070011(2) 16 22,6 + 1,7 0’0003(3)
Phosphorus 26 216 £ 45 26 198 + 26 17 19,3 + 39
Sadio 13 269 + 39 12 268 + 1.1 3 266 %= 01

*Kruskal-Wallis seguida do teste post-hoc Dunn; ** ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; M@ Sadio
difere dos demais; ® Sadio difere dos demais, Lycopodium difere do controle infectado e Phosphorus

difere de Lycopodium.

Com relagdo a quantidade de excretas, efeitos diferentes foram observados de
acordo com o tratamento. No primeiro periodo, o0 grupo PH aumentou a quantidade de
excretas enquanto LY diminuiu significativamente (p=0.00011, Tabela 3). No dltimo
periodo, do 11° ao 27° dia de infecgdo, o grupo Cl mostra reducdo da quantidade de
excretas em relacdo aos demais grupos (p=0,00021, Tabela 3). Nos grupos tratados a

quantidade de excretas € menor que nos animais sadios, sem diferenca estatistica.
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Tabela 3 - Quantidade de excretas avaliada em ratos Wistar infectados com 5x10° formas tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi, cepa Y. Grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solugéo hidroalccélica 7%
(etanol — 4gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium dilui¢do 1:1x10%, grupo PH- infectado e
tratado com Phosphorum dilui¢éo 1:1x1026. Os animais foram observados em periodos distintos da
infeccdo: Menos 3° ao 4° dia de infecgdo, 5° ao 10° dia de infeccdo, 11° ao 27° dia de infeccdo. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo. Diferentes nimeros em parénteses representam médias
estatisticamente significantes (p<0.05).

Excretas
Menos 3° ao 4° dias 52 a0 10° dia 11° dia ao 27° dia

Grupo n Média + p* n Média + p* n Média + p*

Desvio Padrdo Desvio Padrdo Desvio Padrdo
Controle
infectado 2r 137 =+ 18 27 118 =+ 16 19 80 + 1,3
Phosphorus 26 145 + 37 26 132 + 25 17 95 + 22
Sadio 13 134 + 1,0 12 130 + 1.8 3 165 + 0,0

*Kruskal-Wallis seguida do teste post-hoc Dunn; ) Lycopodium difere dos demais; @ Controle infectado
difere dos demais.

A Tabela 4 mostra os dados para ocorréncia de diarreia, piloerecdo e alopecia
difusa para os parametros aspecto das fezes e da pelagem obtidos durante todo periodo
de infeccdo. O tratamento com o LY proporcionou menores indices de diarreia e de
alopecia difusa (p= 0.0404, Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros clinicos avaliados em ratos Wistar infectados com 5x108 formas tripomastigotas
sanguineos de T. cruzi, cepa Y. Grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solugéo hidroalccolica 7%
(etanol — &gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium dilui¢io 1:1x1026, grupo PH- infectado

e tratado com Phosphorum diluicdo 1:1x10%. *significancia estatistica (p<0.05).

Gruno Diarreia Piloerecao Alopecia difusa

P N (%) p n/N (%) D n/N (%) P
Cl ?4273) Referéncia  14/28 (50,0) Referéncia ~ 21/28 (75,0) Referéncia
SD 0/13 (0,0) 0,0233* 0/13 (0,0) 0,0032* 0/13 (0,0) 0,0001*
LY 1/26 (7,7) 0,0001* 11/26 (42,3) 0,5732 11/26 (42,3) 0,0404*
PH (Z{EGO) 0,1321 11/26 (42,3) 0,5732 14/26 (53,8) 0,1729

* p significativo pelo teste Z

O parametro diametro intestinal (medida utilizando o enema opaco) nao
apresentou diferenca estatistica tanto aos 123° dias quanto aos 315° dias de infeccédo
(figura 3). O comprimento intestinal total aos 123° dias de infecgdo ndo apresentou
diferenca estatistica, porém aos 315° dias os grupos tratados LY e PH diferiram entre si
significativamente (p=0,01862, Tabela 5) com o grupo tratado LY apresentado maior
comprimento do que o grupo tratado PH. O comprimento do c6lon distal também foi

significativamente diferente do grupo tratado com LY para Cl (p=0,04173, Tabela 7) com
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aumento no comprimento observado no grupo tratado LY. A figura 3, 4 e 5 ilustram 0s

resultados obtidos para os 315° dias apos a infecgéo.

Figura 3- Medidas do comprimento intestinal total, c6lon proximal e distal, em ratos Wistar infectados
pelo T. cruzi. A- Medida do comprimento total intestinal, B- c6lon proximal e C- c6lon distal em ratos
Wistar infectados com 5x106 formas tripomastigotas da cepa y de T. cruzi aos 315 dias de infec¢do para
o0s grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solucéo hidroalccélica 7% (etanol — agua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium diluicdo 1:1x1026, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum

diluicdo 1:1x1026.
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Tabela 5- Avaliacdo do comprimento intestinal em ratos Wistar infectados com 5x106 formas
tripomastigotas sanguineos de T. cruzi, cepa Y. Avaliagcdo do comprimento intestinal- Comprimento total,
comprimento do célon proximal, comprimento do c6lon distal aos 315 dias de infeccdo para os diferentes

grupos: Cl- Controle infectado e tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — dgua), grupo LY-
infectado e tratado com Lycopodium, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum 13CH. Os valores
foram expressos como média + desvio padrdo. Os numeros diferentes representam significancia estatistica

(p<0.05).
Comprimento intestinal
Coélon  proximal
Gruno Total (cm) x (cm) . Célon distal (cm) -
P n Meédia + Desvio P n Meédia + Desvio P n Média * Desvio
Padréo Padrao Padrao
ﬁ]‘f’:étrgé% 4 165 + 11 410 + 01 4 090000 + 0,1
(O] @
Lycopodium 3 185 + 14 0,01862 1,1 + 00 0,41293 3 126667 + 03 0,04173
Phosphorus 3 138 + 29 312 + 03 3 106667 + 0,1

*ANOVA seguida do teste post-hoc LSD; WPhosphorus difere de Lycopodium; @Lycopodium difere de
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Figura 4- Enema opaco em ratos Wistar infectados peloT. cruzi aos 315 dias de infeccdo. Enema opaco
em ratos Wistar infectados com 5x106 formas tripomastigotas da cepa y de T. cruzi aos 315 dias de
infecco nos diferentes grupos experimentais: Cl- Controle infectado e tratado com solugéo
hidroalccélica 7% (etanol — 4gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium diluigdo 1:1x10%,
grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x10%. A- Cl animal 10, B- LY animal 12, C-
PH animal 7. Imagem de duplo contraste de intestino grosso.

L un

Figura 5- Foto do comprimento intestinal total em ratos Wistar infectados pelo T. cruzi. Foto do
comprimento intestinal total em ratos Wistar infectados com 5x108 formas tripomastigotas da cepa y de
T. cruzi aos 315 dias de infeccdo para os diferentes grupos experimentais: Cl- Controle infectado e
tratado com solugdo hidroalccolica 7% (etanol — &gua), grupo LY - infectado e tratado com Lycopodium
diluicdo 1:1x10%, grupo PH- infectado e tratado com Phosphorum dilui¢do 1:1x10%. A- PH animal 7, B-
Cl animal 10, C- LY animal 12.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, ratos da linhagem Wistar infectados pelo T. cruzi e tratados com
Lycopodium clavatum e Phosphorus mostraram perfis clinicos diferentes na evolugéo da
infeccdo por T. cruzi - cepa Y. Os resultados mostraram beneficios em 8 e 6 de 14
parametros estudados para LY e PH: Peso, temperatura, consumo de agua e racao,
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quantidade de excretas, alopecia difusa e diarreia, frequéncia cardiaca e respiratoria,

% UNIPAR

comprimento intestinal.

E importante destacar que todos os grupos iniciaram o experimento nas mesmas
condigdes clinicas, como animais saudaveis, e foram submetidos a condi¢cdes ambientais
padronizadas, além de o experimento ter sido conduzido como ensaio controlado, cego,
randomizado por sorteio e ter sido repetido pelo menos duas vezes. Tal fato proporciona
boa qualidade na metodologia utilizada neste experimento, requisito imprescindivel para
aceitacdo de resultados cientificos de maneira geral e em especial com substancias
altamente diluidas (ANDRADE et al., 2002).

Em modelos animais a quantidade de ingesta tanto de sélidos quanto de liquidos
esta diretamente ligada as condi¢des de satde animal. Bem estar, maior ganho de peso e
producdo economicamente viavel, representam o tripé da cadeia da produtividade animal.
No presente trabalho, os grupos tratados LY e PH mostraram melhor evolucéo clinica. Os
efeitos observados sdo indicativos de interferéncia positiva dos medicamentos diluidos
no eixo metabolico neuro-psico-imuno-endécrino, um sistema integrado que promove
uma resposta bioldgica do hospedeiro frente ao parasito e favorece a recuperacgéo clinica
dos animais regulando a homeostase organica (TEIXEIRA, 2009). Vale destacar a
necessidade de explorar a interferéncia destes medicamentos na modulagdo das
concentragdes de citocinas, sobretudo TNF-alfa, relacionada ao ganho de peso
(TEIXEIRA, 2009). Os dados obtidos mostram evolucdo de ganho de peso do grupo
tratado LY mais préxima do comportamento dos animais sadios que dos grupos PH e Cl,
esta dindmica pode ser detectada visualmente e constatada atraves da tendéncia grafica
de melhor desempenho neste grupo.

Com relacdo ao consumo de agua e racao e quantidade de excretas o grupo tratado
com LY apresentou melhor desempenho. A literatura deixa claro que ap6s o 10° dia de
infeccdo pelo T. cruzi, os animais infectados tendem a obter menor ganho de peso, menor
consumo de agua e racdo, e maiores indices de excretas relacionada a diarreia (SILVA,
1953; BRENER at al., 2000). Em modelos murinos de infeccdo pelo T. cruzi a
morbilidade esté ligada a carga parasitaria e a manifestacdo da doenca mais letal esta
diretamente relacionada ao desequilibrio da relagdo parasito-hospedeiro, 0 que é
caracterizado pelo aumento de debilidade dos animais ao longo da infecgédo
(DESQUESNES, 2010).

A presenca de diarreia, piloerecdo e alopecia difusa nos animais infectados eram

esperadas, visto que estas alteragdes estdo presentes no curso da infecgéo pelo T. cruzi
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(FALKOWISKI et al., 2010). O aspecto do pelo reflete a condicdo de adoecimento com
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acometimento sistémico, além de estresse na manipulacéo do animal, mostrando que estar
em experimentacdo ja é um fator em si estressante (FALKOWISKI et al., 2010). As fezes
amolecidas resultantes da deplecdo neuronal do plexo miontérico, sdo consequentes de
alteracdes fisiologicas e funcionais do trato gastrointestinal, o que modifica a consisténcia
das fezes e caracteriza a presenca de periodos diarreicos (CARVALHO et al., 2009). O
tratamento com LY mais uma vez mostrou beneficios para os animais tratados. Neste
grupo a ocorréncia de menores indices de diarreia e alopecia difusa reforca a compreenséo
global de que a terapéutica utilizada estimula o organismo proporcionado melhor
condicdo clinica para que possa reagir contra a dinamica do adoecimento (TEIXEIRA,
2009). Reforcando este fato, a avaliacdo da temperatura corporal dos animais mostrou
uma condicéo corporal estavel e, mesmo ndo se mostrando estatisticamente significante,
0s grupos tratados ndo apresentaram a hipotermia caracteristica do agravamento da
infeccdo (SILVA, 1953; BRENER et al., 2000). A especulacdo do envolvimento de
modulacdo do sistema imunoldgico neste processo tem base na literatura e a busca dos
mecanismos desta melhor condicdo ainda ndo esta descrita na literatura (TEIXEIRA,
2009).

A utilizagdo do enema opaco avaliou a presenca de alteracdo anatémica intestinal
relacionada ao comprimento ou didmetro do colén. Estas alteracdes sdo consequentes as
lesbes na camada circular interna do intestino e ao acometimento do sistema nervoso
auténomo local durante a fase cronica da doenca (SANTOS JUNIOR, 2002). Aos 315°
dias, quando a infecgdo é considerada cronica, os animais tratados com LY e PH néo
apresentaram diferengas no comprimento intestinal total em relagdo ao controle de
infeccdo. No entanto, os animais tratados com PH apresentaram comprimento intestinal
total menor que os tratados com Ly. Estes efeitos podem refletir a tentativa do organismo
em impedir a complicacdo da doenga, tendéncia observada nas radiografias, porém nédo
expressa estatisticamente. Assim, também pode ser discutido 0 maior comprimento do
cblon distal observado no grupo tratado LY em relagcdo ao observado no grupo ClI.
Isoladamente este dado pode ser interpretado como um prejuizo do tratamento instituido.
No entanto analisado no conjunto de resultados e baseando-se especificamente nas
radiografias obtidas com os animais vivos, verificamos que 0s grupos tratados LY e PH
apresentaram imagens em que 0s colons estdo menos dilatados que o colon dos animais
controle infectados. Santos Junior (2002) ressalta que as alteragGes fisioldgicas na

enteromegalia da doenca de Chagas cursam por conta da denervacéo, variavel individual
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em dependéncia do equilibrio estabelecido entre o hospedeiro e o T. cruzi, relacdo esta
que envolve fatores da reacdo do sistema imunoldgico.

Outro dado que remete a reflexdo curiosa é que clinicamente, como visto com a
maioria dos dados obtidos neste estudo, o tratamento com LY evidenciou beneficios
indiscutiveis, mesmo comparados com 0 outro grupo experimental testado - PH. No
entanto, a menor quantidade de diarreia observada no grupo LY estaria ligada ao
alargamento do c6lon anatomicamente observado, ou uma condi¢do mais estavel da saude
dos animais do grupo LY? E certo que os dados da tabela 7 mostram os resultados para
este parametro nos diferentes grupos e sdo coerentes com melhoria clinica. No entanto,
anatomicamente foi observada dilatacdo intestinal somente nos animais do grupo LY.
Qual seria o significado desta dilatacdo? Seria 0 esquema terapéutico importante para este
achado? O tempo de acompanhamento clinico destes animais foi suficiente para mostrar
o efeito da intervencdo medicamentosa na total evolucdo clinica da infeccdo? Ela seria
decorrente de desnervacdo como observada na doenca de Chagas em humanos ou seria
produzida por outros mecanismos? Seria a plasticidade neural versus a homeostase
importante neste processo? (Ferrari et al., 2001). Segundo Almeida (2007) o organismo
ndo € passivo nas doencas e lesbes, pelo contrario, faz todo um movimento para combaté-
las e restabelecer seu equilibrio. O estado de doenga, portanto, € um esfor¢o do organismo
para recuperar um equilibrio perturbado. N&o seria este alargamento uma tentativa de
reequilibrar os danos que o parasito poderia causar? Estas perguntas e reflexdes
expressam perspectivas de futuros trabalhos, ou seja, avaliar por maior tempo a evolugédo
destes animais tratados com LY além de estudar histologicamente os neurdnios
envolvidos neste processo.

Os resultados obtidos mostram que o Rattus norvergicus constitui um bom modelo
experimental de avaliacdo clinica de intervencdes para infeccdo experimental pelo T.
cruzi. Mostram que o tratamento com Phosphorus ou Lycopodium clavatum trouxeram
beneficios aos animais, em concordancia com os achados de outros estudos que tém
mostrado a capacidade de resposta de sistemas bioldgicos quando estimulados por
solugdes ultradiluidas (SHIPLEY et al., 1983; DAVENAS et al., 1987; BILDET et al.,
1989; POITEVEN et al., 1998; MESQUITA, 1998; ABEL et al., 2000; BONAMIN,
2001; WAINE, 2001; LONG & ERNST, 2001; STOCK-SCROER et al., 2009; FERRAZ,
2011).
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ANEXOS

Lista de abreviaturas

WHO- Organizagdo Mundial da Saude;

SD — Grupo controle sadio ndo infectado e ndo tratado;

ClI- Grupo controle infectado e tratado com solucéao hidroalccolica 7% (etanol — agua);
LY- Grupo infectado e tratado com Lycopodium clavatum dilui¢do 1:1x10%;

PH- Grupo infectado e tratado com Phosphorum diluigdo 1:1x10%;

LSD- Teste Least Significant Difference;

TNF- Fator de necrose tumoral;

Arquivos de Ciéncias da Satde da UNIPAR, Umuarama, v.27, n.3, p. 1085-1105, 2023. ISSN 1982-114X 1105




