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especialmente nas medicinais, através da trituracio
com p6 nao medicinal, ou quando dissolvida,
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sdo tdo incriveis, que aproximam-se de miraculosas,

e ¢ motivo de alegria que a descoberta destas mudangas
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RESUMO

SIQUEIRA, Camila Monteiro. Avaliacdo de medicamentos homeopaticos para a gripe
humana por ensaios in vitro, pré-clinico e clinico. Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado
em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmadicia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O virus influenza tem sido responsdvel por doencas respiratdrias altamente contagiosas com
elevadas taxas de mortalidade principalmente em idosos e pacientes imunocomprometidos, o
que vem estimulando o desenvolvimento de novos firmacos para o tratamento da gripe
humana. Bioterdpicos sdo medicamentos preparados a partir de produtos bioldgicos, seguindo
a farmacotécnica homeopdtica, indicados ao tratamento de doencas infecciosas de etiologia
conhecida. A proposta deste estudo foi desenvolver bioterdpicos manipulados a partir do virus
influenza integro e inativado (A/Aichi/2/68 e A/Victoria/3/75), nas poténcias 12DH e 30DH,
e avaliar a sua resposta através de estudos in vitro, pré-clinico e clinico. O preparo do
bioterdpico integro seguiu a técnica do Dr. Roberto Costa, sendo avaliados, inicialmente, os
aspectos ultraestruturais das particulas virais manipuladas na poténcia 1DH, em dois
solventes: dgua e etanol 70%. A andlise por microscopia eletronica de transmissdo indicou
que as particulas virais se mantiveram integras e completamente lisadas na presenca de dgua e
etanol 70%, respectivamente. Os experimentos in vitro evidenciaram alteracdes nas atividades
de enzimas importantes, assim como na capacidade respiratéria méxima, quando células
MDCK foram tratadas com o bioterdpico integro, na poténcia 30DH. Em contrapartida,
alteracdes bioquimicas e celulares pouco significativas foram detectadas nas duas linhagens
de macréfagos testadas (J774G8 e RAW 264-7). O estudo pré-clinico, feito com
camundongos Balb-c, indicou que os bioterdpicos integro e inativado, na poténcia 30DH, ndo
foram capazes de induzir efeitos patogenéticos e/ou alteracdes imunoldgicas, quando os
animais foram desafiados com o antigeno de influenza, apés 21 dias da administragdo dos

mesmos ad libitum. Em contrapartida, no segundo set de experimentos in vivo realizado com
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os bioterdpicos integros nas poténcias 12DH e 30DH, importantes alteragdes celulares
induzidas pela poténcia 30DH, foram detectadas, a saber: aumento do nimero de células B e
Natural Killer (NK), diminui¢do das células B2, aumento das células B-1 e CD4+. Estas
alteracdes indicaram que o tratamento com o bioterdpico 30DH foi capaz de estimular de
maneira muito significativa a resposta imunoldgica dos camundongos Balb-c quando os
mesmos foram desafiados com o antigeno de influenza. O estudo clinico feito em parceria
com o Instituto Roberto Costa e a Secretaria de Saide de Petrépolis/RJ comprovou de
maneira estatisticamente significativa o efeito profilitico dos medicamentos homeopdticos
(bioterdpico integro 30DH e IRA) em relacdo ao placebo, contra os sintomas da gripe e da
infeccdo respiratoria aguda. Este estudo clinico, pioneiro na literatura, avaliou um nimero
significativo de criangas (600) com idades entre 1 a 5 anos de idade, através de protocolo
triplo-cego, randomizado e controlado por placebo, conferindo robustez e confiabilidade a
esta pesquisa. O conjunto de resultados obtidos no presente trabalho fornecem fortes
evidéncias de que o bioterdpico integro de influenza 30DH apresenta potencial terapéutico e

profilatico para infeccdes produzidas pelos virus da gripe.

Palavras-chave: bioterdpico, nosédio, influenza, homeopatia, gripe humana.



ABSTRACT
SIQUEIRA, Camila Monteiro. Evaluation of homeopathic medicines for human flu using
in vitro, pre-clinical and clinical studies. Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em

Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2013.

Influenza viruses have been responsible for highly contagious acute respiratory illnesses with
high mortality, mainly in the elderly and immune compromised patients, which encourages
the development of new drugs for the treatment of human flu. The biotherapics are medicines
prepared from biological products, which are compounded according to homeopathic
procedures indicated for infectious diseases with known etiology. The purpose of the present
study is to develop biotherapics prepared from the intact and inactivated influenza A virus
(A/Aichi/2/68 and A/Victoria/3/75), at 12DH and 30DH potencies, and evaluate its in vitro,
pre-clinical and clinical effectiveness. The intact biotherapic was prepared according to
Roberto Costa’s technique and the ultrastructural aspects of viral particles prepared at the
potency of 1DH in two solvents (water and alcohol 70%) were evaluated. Transmission
electron microscopy images indicated that the viral particles remained intact and completely
lysed in the presence of water and alcohol 70%, respectively. The in vitro experiments
showed alterations in important enzyme activities and in the maximum respiratory capacity
when MDCK were treated with intact biotherapic 30DH. In contrast, biochemical and cell
alterations were not detected in the macrophages tested (J774G8 e RAW 264-7). The pre-
clinical study was carried out in Balb-c mice, and the results indicated that the intact and
inactivated biotherapic at 30DH was not able to induce pathogenetic effects and/or immune
alterations, when the animals were challenged with influenza antigen, after 21 days, using the
biotherapic ad libitum. In contrast, in the second set of experiments with intact biotherapics
12DH and 30DH, some important cell alterations induced by 30DH were detected, namely: B

and non-B cells increased, B2 cells decreased, B1 and CD4+ increased. These alterations
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indicated that the treatment with biotherapic 30DH was able to stimulate the immune response
when the animals were challenged with influenza antigen. The clinical trial done in
partnership with Roberto Costa Institute and Brazilian Public Health System in Petropolis/RJ
proved that homeopathic medicines (intact biotherapic 30DH and IRA) have a prophylactic
effect against flu and acute respiratory infection symptoms , when compared to placebo.. This
clinical trial, pioneer in the literature, evaluated a significant number of children (600) ranging
from 1 to 5 years of age, by a triple blind, randomized and placebo controlled protocol,
bringing robustness and reliability to this investigation. The set of results obtained in this
study provide strong evidence of the therapeutic and prophylactic potential of the intact

biotherapic 30DH against infections caused by influenza viruses.

Key-words: biotherapic, nosode, influenza, homeopathy, human flu.
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1. INTRODUCAO

Os virus influenza t€m sido responsdveis por doencas respiratorias altamente
contagiosas, afetando humanos desde os tempos antigos com altas taxas de mortalidade

principalmente em idosos e pacientes imunocomprometidos (COUCEIRO et al., 2005).

Algumas classes de firmacos tém sido usadas para o tratamento da gripe humana
como os inibidores de neuraminidase e os bloqueadores de proteina M2. Estes firmacos sdo
eficazes, porém, causam diversos efeitos adversos sendo comum o surgimento de amostras
virais resistentes, em pouco tempo (MONTO et al., 2006).

O continuo impacto causado pelo virus influenza, tanto em individuos de risco, idosos
e portadores de patologias cronicas, quanto na populagdo em geral, vem motivando o
desenvolvimento de novas abordagens para a prevencdo e controle da gripe, dentre as quais, a
homeopatia (FORLEO-NETO et al., 2003).

Neste trabalho, foram avaliados novos medicamentos homeopdticos para a gripe
humana, do tipo bioterdpico, usando, como ponto de partida, o virus influenza A/H3N2
integro ou inativado, verificando, inclusive, as respostas as diferentes poténcias homeopéticas.
Para tanto, as particulas virais foram diluidas em dgua destilada estéril ou solucdo
hidroalcodlica 70% para obtengdo do bioterdpico integro e inativado, respectivamente. Ambos
os bioterdpicos foram dinamizados mecanicamente até a poténcia 12DH e 30 DH, de acordo
com a Farmacopéia Homeopdtica Brasileira (BRASIL, 2011). A avaliagdo destes bioterdpicos
foi feita através de modelos ndo-clinicos e clinicos, porém a terminologia utilizada neste
trabalho foi in vitro, pré-clinico e clinico. Através de métodos in vitro, foram estudadas as
células de rim canino MDCK (Mardin-Darby canine kidney), as quais sdo classicamente
descritas na literatura, como modelo para avaliacio da eficicia de farmacos para virus

influenza e macréfagos, das linhagens J774G8 e RAW 264-7, para avaliacdo da resposta
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imunoldgica (COUCEIRO et al., 2005; SERKEDIJIEVA et al., 1998; SIDWELL et al., 2000).
Para avaliacdo pré-clinica foram utilizados camundongos balb-c em dois experimentos
independentes realizados em colaboracdo com a Universidade Paulista (UNIP). O primeiro
com o objetivo de avaliar os diferentes pontos de partida dos bioterdpicos (virus integro ou
inativado) e, o segundo, com o intuito de verificar qual preparag¢do apresentaria uma melhor
resposta imunoldgica nestes animais. Para avaliagdo clinica, foi conduzido um estudo triplo
cego, randomizado e placebo controlado no qual 600 criangas do Programa de Sadde da
Familia de Petrépolis foram submetidas ao tratamento com o bioterdpico do tipo integro
30DH e acompanhadas durante um ano. Este estudo foi realizado em parceria com o Instituto

Roberto Costa, da cidade de Petrépolis.



28

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. VIRUS INFLUENZA

Os virus influenza, classificados na familia Orthomyxoviridae, sdo particulas
envelopadas de RNA de fita simples segmentada que se subdividem nos géneros A, B, C,
Thogoto e Isa, sendo que apenas os virus dos géneros A e B tém relevincia clinica em
humanos. Os virus influenza A apresentam maior variabilidade e, portanto, sdo divididos em
subtipos de acordo com os tipos de suas glicoproteinas de superficie, denominadas
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), no total de 16 e 9 subtipos, respectivamente. As
infeccdes pelos virus influenza A dos subtipos HIN1, H2N2 e H3N2 e pelos virus do género
B normalmente causam um espectro similar de quadros clinicos (FORLEO-NETO et al.,
2003; KNIPE, 2007).

No modelo de infec¢do pelo virus Influenza A, a particula viral adsorve-se as células,
através da ligac@o entre a glicoproteina hemaglutinina (HA) e os residuos de écido sidlico,
presentes na superficie das células, iniciando a infeccdo. Apds a adsorcdo, ocorre a
endocitose, com posterior fusdo, pH dependente, entre o envelope viral e a membrana do
endossomo. Esta fusdo ocorre com o influxo de H" pela a¢do da proteina M2, presente no
envelope da particula viral. Uma vez no interior da célula, o dcido nucléico viral € dirigido ao
nicleo da célula pelo citoesqueleto, onde penetra pelo poro nuclear, pela acdo de importinas o
e B. No nicleo, ocorrem os processos de transcricdo e de replicagdo do genoma viral,
comandados pelo complexo polimerase (PB2-PB1-PA) que age na formag¢do do RNAm e do
RNAviral. A montagem final da particula também acontece no nicleo, onde se forma o
complexo composto de RNA, complexo polimerase, NP (formador do nucleocapsideo viral) e

M1 (responsdvel pelo brotamento). Apds a sintese das proteinas especificas do virus e
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glicosilag@o de algumas delas, em organelas do citoplasma, o complexo RNA-polimerase-NP-
M1, ja montado no niicleo, é encaminhado ao citoplasma celular pela proteina de exportacio
nuclear (NEP), interage com estruturas de superficie celular, sendo a particula viral liberada
por brotamento através da membrana citoplasmatica (COUCEIRO & ALBUQUERQUE,
2008; KNIPE, 2007).

A glicoproteina de superficie neuraminidase também é muito importante no processo
de replicacdo viral, pois ela € a responsdvel por clivar os receptores de dcido sidlico
reconhecidos pela hemaglutinina, para que o virus seja liberado da célula hospedeira de
origem e consiga disseminar a infeccdo para as células vizinhas, ndo permitindo auto-
agregacdo entre particulas virais. A mucina, presente na secrecdo do trato respiratorio,
também contém residuos de 4cido sidlico, o que dificulta a disseminacdo da infec¢do através
do carreamento pela secrecdo. Desta forma, a neuraminidase vai clivando esses receptores € a
particula viral consegue penetrar através da secrecio (GUBAREVA et al., 2000; ENGLUND,
2002).

Os virus influenza C, associados a quadros benignos do resfriado e de menor
incidéncia dos virus A e B, diferem destes, entre outras caracteristicas, pela auséncia do gene

codificador da neuraminidase (PROBER et al., 2002).

2.2 GRIPE

A gripe é uma doenga infecciosa aguda de origem viral que acomete o trato
respiratdrio e, a cada epidemia sazonal, de trés a cinco milhdes de pessoas sdo atingidas com
complicagdes severas e, de 250.000 a 500.000 pessoas morrem a cada ano no mundo, segundo
a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), devido a infec¢@o pelo virus. Seu agente etiologico

¢ o virus influenza ou virus da gripe que jid apresentou algumas de suas caracteristicas
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,

descritas anteriormente. E um virus que apresenta altas taxas de mutacdo, que resulta
frequentemente na inser¢do de novas variantes virais na comunidade, para as quais a
populag@o ndo apresenta naturalmente imunidade (FORLEO-NETO et al., 2003; KNIPE et
al.,2007).

A transmissdo viral se d4 facilmente de pessoa para pessoa, por meio de goticulas e
pequenas particulas produzidas, quando as pessoas infectadas tossem ou espirram. O virus
tende a espalhar-se rapidamente em epidemias sazonais
(http://www.who.int/topics/influenza/en/, acessado em 10/04/2013).

A infeccdo geralmente dura uma semana e a maioria das pessoas se recupera sem
tratamento, mas em criangas, idosos e em pacientes que necessitam de cuidados especiais
(diabéticos, cancer, problemas respiratdrios, cardiacos), a gripe pode ser considerada um
risco, uma vez que, a infec¢do pode causar complicagdes severas, como a pneumonia, muitas
vezes levando a morte. De acordo com a OMS, de 5 a 15% da populacio ¢ afetada com
infeccdes no trato respiratdrio superior
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs211/en/index.html, acessado em 10/04/2013),

nas epidemias de influenza, a cada ano.

2.2.1. Etapas e sintomas da gripe

O periodo de incubacdo da gripe consiste no tempo entre o contato inicial com o virus
e o aparecimento dos primeiros sintomas. A incubagdo do virus influenza se d4, geralmente,
por dois dias, mas pode ser de um dia a quatro dias (FORLEO-NETO et al., 2003).

No estdgio ativo, muitos sintomas comec¢am a aparecer. Dependendo da
suscetibilidade e resisténcia individuais, um ou mais sintomas podem predominar. O periodo

de recuperacdo pode levar de 7 a 10 dias.
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Como sintomas gerais, citam-se:

. Febre;

. Dores musculares;
U Tosse seca;

o Dor de garganta;

o Dor de cabeca;

° Perda de apetite;
° Dor no peito;

° Congestao nasal.

As complicacdes podem levar a sérias conseqiiéncias e até a morte. E importante o
repouso, tratamento para que a recuperacio seja rdpida e sem complicacdes, especialmente
nos pacientes de risco, como as criancas, idosos e pacientes imunocomprometidos. As
complicac¢des sérias também podem ser tratadas. Sdo complicagdes da gripe:

A. Pneumonia: é considerada a mais comum e a mais séria complicacdo de influenza.
Existem, pelo menos, dois tipos diferentes de pneumonia associados a influenza, a
pneumonia viral primdria e a pneumonia bacteriana secunddria. A primeira é
considerada a mais severa e perigosa complicacdo, especialmente, quando associada
ao virus influenza A, e pode evoluir e causar morte, em menos de 48 horas. A
pneumonia bacteriana secunddria se desenvolve nos dois pulmdes, pela incapacidade
de eliminar ou controlar as bactérias do trato respiratério. As bactérias Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae ou Hemophilus influenzae, podem estar
relacionadas a este tipo de pneumonia;

B. Sindrome de Reye: caracterizada por encefalopatia aguda e acumulacdo anormal de
gordura no figado e em outros 6rgdos. Esta sindrome estd associada com o uso de

dcido acetil salicilico e seus derivados, durante o tratamento das infeccdes virais,
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como aquelas causadas por virus influenza, sendo a taxa de mortalidade bastante alta
(http://www.reyessyndrome.org/, acessado em 27/04/2013);

. Sindrome de Guillain-Barré: ¢ uma doenca rara, onde os nervos periféricos se
deterioram. O que torna esta sindrome uma emergéncia médica € que se pode ter uma
fraqueza nos musculos do térax responsdveis pela respiracdo. A sindrome de Guillain-
Barré pode ocorrer trés semanas apds uma doenca viral, como a gripe ou pode,
inclusive aparecer apds a administragdo da vacina contra a gripe (DOMINGUES,
2012; http://www.ninds.nih.gov/disorders/gbs/gbs.htm, acessado em 10/04/2013);

. Miosite: inflamacdo aguda dos musculos, geralmente desenvolvida de um a cinco dias
apds os sintomas respiratdrios. Esta condicdo é completamente diferente da mialgia,
pois estd associada aos primeiros sintomas de gripe. Os musculos afetados, geralmente
dos membros, ficam extremamente doloridos, especialmente quando o paciente
caminha;

Encefalite letdrgica: inflamacdo aguda do cérebro devido a invasdo viral,
freqlientemente chamada por “doenga do sono”. Causa sonoléncia extrema, confusdo
mental e letargia;

Laringite viral aguda: um ndmero significante de criangas com gripe desenvolve este
tipo de complicacdo e, com freqii€ncia, necessitam da hospitalizacdo e até mesmo
traqueotomia emergencial para a manutencdo da respiracdo adequada;

. Miocardite: inflamagdo do coracdo que pode causar sopro cardiaco ou sua falha

(PERKO, 2005).
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2.2.2. Pandemias

Pandemias de influenza t€ém ocorrido ao longo da histdria, se disseminando largamente
infectando uma grande propor¢do de pessoas. A pandemia pode ocorrer quando uma cepa do
virus € transmitida a humanos a partir de espécies animais como os porcos, galinhas e patos.
A OMS alerta para um risco substancial de nova pandemia. Os candidatos mais fortes devido
as suas caracteristicas especificas de patogenicidade sdo os subtipos: H7N9, H7N3, H7/N7 e
HON?2 de virus influenza A. O impacto causado por uma pandemia dessas € dificil de prever,
pois depende da viruléncia do virus da imunidade pré-existente das pessoas devido aos
anticorpos adquiridos através das infeccdes sazonais de influenza e de fatores do hospedeiro
(MICHAELIS, 2009).

Trés importantes pandemias de gripe ocorreram no dltimo século, a dltima tendo
ocorrido no periodo de 2009 — 2010. Em 1918, a “gripe espanhola”, altamente contagiosa,
levou ao maior impacto global causado por infec¢do pelo virus influenza. Essa pandemia, que
teve como agente etioldgico o virus influenza A H1NI1, foi a que acarretou o maior nimero de
mortes, estimado em cerca de 40 milhdes de pessoas em menos de um ano.

Em 1957, uma nova variante de virus influenza surgiu, causando uma pandemia,
chamada de gripe asidtica, que teve como agente etiolégico o subtipo H2N2 de virus influenza
A, a qual levou a 70.000 mortes, somente nos Estados Unidos. Onze anos mais tarde, em
1968, outra mudanca de glicoproteina de superficie (subtipo H3N2 de virus influenza A)
levou a uma nova pandemia, que conduziu a morte de mais de 30.000 pessoas nos Estados
Unidos. A conserva¢do da neuraminidase (N2) no virus H3N2 pode ter garantido alguma
prote¢do a populagdo, que ja havia tido contato com o subtipo H2N2, e isso pode explicar sua

menor morbidade e mortalidade quando comparada a pandemia de 1957 (PALESE, 2004).
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No periodo 2009-2010, aconteceu a primeira pandemia do século XXI, iniciada no
Meéxico e se disseminando nos Estados Unidos a partir do estado da Califérnia, atingindo todo
o mundo. O agente etioldgico foi o virus HIN1 tendo sido responsdvel por cerca de 18.500
mortes confirmadas, estudo recente indica estes nimeros como subavaliados e estimam o
nimero total de mortes entre 105.700 e 395.600, atingindo 214 paises (TSCHERNE &
GARCIA SASTRE, 2011; DAWOQOD et al., 2012).

Dados recentes da OMS mostram que uma nova gripe chegou a China originada
pelo virus influenza subtipo H7N9 que ja levou a confirmacio, até abril de 2013, de 108
casos, incluindo 22 mortes, (http://www.who.int/csr/don/2013_04_09/en/index.html, acesso

em 27/04/02013).

2.2.3. Tratamentos Atuais

Nas ultimas décadas, a imunizacdo anual com vacinas inativadas contra influenza
tem sido a principal medida para a profilaxia da gripe e reducdo da morbidade e mortalidade
relacionada a doenga. No Brasil, a recomendacdo oficial para a vacinacdo contra virus
influenza tem sido direcionada aos idosos, criangas, profissionais de satide, adultos de 20 a 29
anos e gestantes. Em resposta a dltima pandemia, o governo brasileiro empreendeu a maior
campanha de vacinagdo ji organizada no pais que gerou a administracdo de mais de 89
milhdes de doses de marco a julho de 2010, gerando um custo de 1,3 milhdes de délares ao
Ministério da Saide (DOMINGUES, 2012).

No Brasil, dois tipos de vacinas inativadas contra a gripe sdo utilizadas em
imunizagdo: as vacinas do tipo split, fragmentadas pela exposicdo a detergentes e purificadas
de forma a conter os antigenos de superficie do virus e algumas nucleoproteinas virais, e as

vacinas sub-unitdrias, as quais contém apenas as proteinas de superficie, hemaglutinina e
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neuraminidase. Ambas as vacinas induzem resposta sorolégica semelhante. Quando existe
coincidéncia entre as variantes do virus influenza em circulagio e as contidas na vacina, a
imuniza¢do previne a infeccdo em até 90% dos individuos (FORLEO-NETO et al., 2003).
Para o ano de 2013, a vacina produzida no Brasil € trivalente e deve conter cepas de virus
A/H3N2, A/HINI1 e B
(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0052_28_09_2012.html,  a-cesso
em 10/04/2013).

Alguns efeitos adversos foram relatados pelas pessoas que receberam a vacinacdo, a
saber: sindrome de Guillain Barre, paralisia facial, casos de anafilaxia, febre, porém a maioria
dos efeitos adversos € do tipo leve a moderado (DOMINGUES, 2012).

Embora a vacinacdo seja a ferramenta de primeira escolha para a prevengdo da gripe,
os antivirais especificos sio medicamentos de grande relevdncia na prevengdo e controle da
mesma. Atualmente, estdo disponiveis na Europa e Estados Unidos da América quatro
medicamentos antivirais especificos para influenza: os farmacos cldssicos amantadina e
rimantadina e os antivirais de segunda gerag@o oseltamivir e zanamivir, sendo que estes dois
ultimos também foram licenciados pelas autoridades sanitdrias brasileiras e encontram-se
disponiveis no mercado desde 2000 (FORLEO-NETO et al., 2003).

A atividade antiviral da amantadina e da rimantadina € limitada ao virus influenza A.
O alvo desses antivirais € a proteina M2 o que leva a inibicdo da replicagio viral, por impedir
a fusdo da particula viral com o endossomo e por ndo permitir o influxo de H . Estes
antivirais apresentam algumas importantes limitacdes, como o espectro de agdo restrito, o
répido desenvolvimento de resisténcia viral e o fato de provocarem reacdes adversas no
sistema nervoso central e trato gastrintestinal, aspectos que tém restringido sua utilizacdo na
prética clinica. No ano de 2009 — 2010, 99% dos virus circulantes nos Estados Unidos eram

do subtipo HINI e todos eles eram resistentes a amantadina e rimantadina e suscetiveis a
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oseltamivir (RASMUSSEN et al, 2011; FORLEO-NETO et al., 2003; ENGLUND, 2002;
PROBER, 2002; HAYDEN, 2006; PALESE, 2004).

Oseltamivir e zanamivir sdo inibidores reversiveis competitivos de neuraminidase.
Por serem andlogos do 4cido sidlico, previnem a penetracdo do virus a superficie da célula e,
também, sua liberacdo apds a replicacdo viral. Diferente dos bloqueadores M2, sdo eficazes
contra virus influenza A ¢ B (PROBER et al., 2002; PALESE, 2004; GUBAREVA et al.,
2000; ENGLUND, 2002). Inibidores de neuraminidase bloqueiam a liberacdo do virus pela
célula infectada, porque os receptores de 4cido sidlico ndo sdo removidos pela neuraminidase,
o que conduz a agregacdo dos virus entre si € na membrana citoplasmdtica da célula infectada,
ndo permitindo a disseminagio da infeccdo.

O surgimento de resisténcia a estes medicamentos antivirais tem sido observado pelo

mundo (MONTO et al., 2006; RASMUSSEM et al., 2011).

2.2.4. Resposta imunolégica ao virus influenza

A resposta imunoldgica natural e adquirida ao virus influenza tem por objetivo
bloquear a infeccdo e eliminar células infectadas (ABBAS er al., 2008). Os virus sdo
inicialmente detectados e destruidos pelos mecanismos de resposta imunoldgica inata ndo
especifica, mas, caso os virus escapem desta defesa, sdo detectados e eliminados pelos
mecanismos da resposta imunoldgica adaptativa (TAMURA e KURATA, 2004).

A resposta a infeccdo de virus influenza envolve uma cascata de eventos mediada por
vérias células e moléculas que destroem as células infectadas, limita a propagacdo de novos
virus e neutraliza virus livres (TAMURA e KURATA, 2004).

Células apresentadoras de antigeno (APC) s@o essenciais na inducdo e amplificagdo da

resposta imunolégica em humanos (AKIRA et al., 2001). Os antigenos virais compreendem
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as particulas virais inativadas, virus intactos e apoptdticos, células infectadas sendo, entdo,
endocitados e os peptideos se ligam as moléculas MHC classe I e II das APCs (TAMURA e
KURATA, 2004). O objetivo da APC ¢ estimular tanto a imunidade inata quanto a adaptativa.

Como primeira linha de defesa, APC e células infectadas estimulam a imunidade inata
através da secrec@o de interferons (IFN a e ) JULKUNEN et al., 2001) que interagem com
células sauddveis e as transformam em resistentes, prevenindo, de forma eficiente, a
propagacdo de novos virus, permitindo que a resposta imune adaptativa se desenvolva a
tempo de eliminar os virus. A liberacdo de IFN também ¢ responsdvel por promover os
sintomas como febre que ocorre no inicio da infeccdo e, a dimensdo destes sintomas, estéd
relacionada com o grau de eliminagdo dos virus (TAMURA e KURATA, 2004).

Como segunda linha de defesa, a APC estimula os componentes celulares da
imunidade inata que consiste em células efetoras como as células T citotéxicas (CTL) ou
Natural killer (NK) que destroem as células infectadas, antes que elas liberem os virus. As
células NK sdo ativadas por citocinas IL-1, IL-6, TNF-a e IL-12 liberadas pelos macréfagos.
Células T ativadas produzem vdrios fatores importantes na cinética da infeccdo por virus
influenza, a saber: células T helper secretam IL-2 e CTL produzem IFN-y que aumenta a
expressdo de MHC, agindo na destruicdo de células infectadas por virus. Os peptideos do
complexo MHC classe I apresentados nas células infectadas s@o reconhecidos pelas células T
CD8" (células Thl) que destroem células infectadas (TAMURA et al., 2005).

Finalmente, as células APC estimulam a imunidade adaptativa pela ativacdo da
proliferacdo de células sanguineas especificas que produzem anticorpos que se ligam aos
virus influenza e os neutralizam. Os antigenos neuraminidase (NA) e hemaglutinina (HA) sdo
endocitados pela APC e sao degradados. Os peptideos resultantes sdo carregados pelas
moléculas MHC classe II e expressas pelo APC. O complexo MHC classe Il e peptideo sdo

reconhecidos pelas células T CD4" (células TH2) o que resulta na producio de anticorpos
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especificos para HA e NA. Anticorpos anti-HA neutralizam a infectividade do virus, enquanto
que anticorpos anti-NA previnem a liberagd@o de virus das células infectadas (JOHANSSON et
al., 1989) o que leva a uma aceleragdo na recuperagdo da infec¢do (TAMURA et al., 2005;

HANCIOGLU et al., 2007).

2.3. HOMEOPATIA

2.3.1. A terapéutica homeopatica no mundo e no Brasil

A homeopatia é uma especialidade médica e farmac€utica que consiste em ministrar
ao doente doses minimas do medicamento para evitar a intoxicagdo e estimular a reagdo
organica. E baseada no principio vitalista e no principio dos semelhantes enunciado por
Hipdcerates no século IV a.C.. A terapéutica homeopdtica foi desenvolvida pelo médico
alemdo Cristiano Frederico Samuel Hahnemann, no final do século XVIII, apés estudos
baseados na observagdo clinica e em experimentacdes realizadas na época. Atualmente, a
homeopatia estd implantada em virios paises da Europa, das Américas e da Asia.

O estudo do principio da similitude realizado por Hahnemann foi iniciado em 1790
apos tradugdo da Matéria Médica de Willian Cullen. Neste material, Cullen relatava as acdes
farmacoldgicas da China officinalis (quina) assim como seus efeitos téxicos. Dentre os efeitos
toxicos, chamou a aten¢do de Hahnemann algumas semelhancas de sintomas entre a doenga
maldria e o medicamento indicado para o seu tratamento, a quina. Entdo, fez experiéncias
ingerindo por vdrios dias certa quantidade de quina e observou uma série de sintomas tipicos
da maldria, como: o esfriamento da ponta dos dedos dos pés e das maios; fraqueza e
sonoléncia; taquicardia; pulsacdo rdpida; ansiedade; rubor na face; sensacdo de

entorpecimento. Este quadro sintomadtico tinha a aparéncia global da doenca também
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conhecida, na época, por “febre intermitente”. Ao suspender o uso desta droga, Hahnemann
restabeleceu a sua saide (FONTES, 2005; PUSTIGLIONE, 2001). O resultado desta
experimentag¢do chamou a atencdo de Hahnemann para o principio hipocrético da semelhanga,
ou seja, o uso da droga reconhecidamente eficaz para o tratamento da maldria, era capaz de
produzir sintomas semelhantes a doenga em um individuo sadio (FONTES, 2005).

Hahnemann, entre os anos de 1790 e 1796, fez experimentacdes com numerosas
substancias em pessoas sadias. Ele buscou na prética clinica quadros mérbidos semelhantes e
os tratou “homeopaticamente”. Em 1796, fez ao mundo o primeiro antincio da Homeopatia
com a publicacio do artigo “Ensaio sobre um novo principio para descobrir as propriedades
curativas das substancias medicinais”, no Jornal de Medicina Pratica, sendo este o ano oficial
de criacdo da terapéutica homeopdtica. Hahnemann continuou seus estudos e testou um
grande ndimero de substincias de origem animal, mineral e vegetal e publicou vérios artigos e
trés livros de grande importancia para a homeopatia: o “Organon da arte racional de cura”, um
tratado que redne de forma organizada a filosofia e a farmacotécnica homeopitica; a “Matéria
Médica Homeopdtica” e o “Tratado de Doengas Cronicas” (FONTES, 2005; PUSTIGLIONE,
2001).

No Brasil, a homeopatia foi introduzida no ano de 1840 por Benoit Mure, conhecido
no Brasil por Bento Mure, médico francés curado de uma tuberculose pela homeopatia. Apds
este episddio de cura, o mesmo quis difundir a homeopatia pelo mundo e fez, com grande
sucesso, a divulgacdo desta medicina pelo Brasil (FONTES, 2005).

O medicamento homeopdtico teve sua existéncia reconhecida pelas autoridades e sua
preparacdo regulamentada na Farmacopéia Francesa desde 1965, gracas aos esforcos do
sindicato das farmécias e laboratérios homeopdticos. Neste mesmo ano, leis especificas para

farmacias homeopdticas comecaram a surgir (TETAU, 2001).
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No final da década de 70, a OMS criou um Programa de Medicina Tradicional, com o
objetivo de formular politicas em medicina tradicional e complementar (homeopatia,
acupuntura e fitoterapia) e, desde entdo, esta organizacdo expressa seu compromisso de
incentivar os Estados a programarem politicas publicas para o uso racional e integrado da
homeopatia nos sistemas nacionais de atencdo a saide, bem como desenvolverem estudos
cientificos para  melhor = compreensdo desta terapéutica (BRASIL, 2005;
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/ResumoExecutivoMed/NatPratCompl1402052.pdf
. acesso em 10/04/13).

Em 1977, no Brasil, foi publicada a primeira edi¢do da Farmacopéia Homeopatica
Brasileira (FHB) apds a publicacdo do Decreto n° 78.841 (BRASIL, 1977). Vinte anos mais
tarde, foi publicada a segunda edicdo (BRASIL, 1997). No ano de 2003 foi publicada a
segunda parte desta mesma edi¢do, na qual foram incluidas monografias de substincias
utilizadas em homeopatia. Mais recentemente, a 3* edicao foi publicada no ano de 2011 e estd
disponivel pela internet no endereco
http://www.anvisa.gov.br/hotsite/farmacopeiabrasileira/conteudo/3a_edicao.pdf =~ (BRASIL,
1976; BRASIL, 2011 <http://e-legis.anvisa.gov.br/leisref/public/
showAct.php?id=15457&word, acessado em 10/04/13).

Somente em 1980, a homeopatia foi reconhecida como especialidade médica pelo
Conselho Federal de Medicina, através da Resolu¢cdo CFM 1000/80, porém, uma Associagdo
Médica Homeopdtica Brasileira (AMHB) ja havia sido criada no ano anterior (FONTES,
2005).

O Conselho Federal de Farmicia reconheceu a homeopatia como uma especialidade
no ano de 1992 e, a partir deste ano, passou a regulamentar o funcionamento das farmécias
homeopdticas com a presenga obrigatéria do farmacéutico, que comprove ter feito

especializagdo em homeopatia ou ter cursado a disciplina durante a graduagdo acrescida de
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estdgio obrigatorio (http://www.cff.org.br/userfiles/file/resolucoes/319.pdf, acessado em
10/04/13).

Em maio de 2006, o Ministério da Saide publicou a portaria n® 971 que aprova a
Politica Nacional de Priticas Integrativas e Complementares (homeopatia, acupuntura e
fitoterapia) no Sistema Unico de Sadde (SUS). Esta politica aponta para uma série de
diretrizes, dentre as quais, a necessidade do desenvolvimento de estudos clinicos e de
pesquisa bdsica envolvendo a homeopatia, os quais precisam ser incentivados no ambito
federal, estadual e municipal (BRASIL, 2006; http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php 7id=22773 &word=Politica Nacional de

Medicina Natural e Praticas complementares, acessado em 10/04/13).

2.3.2. Principios basicos da homeopatia

Esta ciéncia tem por fundamento quatro principios: o “Principio da Semelhancga”; a
“Experimentacio no homem sdo”; “Doses minimas” e “Medicamento Unico”. A palavra
Homeopatia € oriunda do grego dmoios, “semelhante” e pdthos, “doente” e designa o método
terapéutico baseado na lei hipocritica de cura: “similia similibus curantur”, ou seja, o
semelhante serd curado pelo semelhante. Trata-se de um sistema cientifico e filoséfico bem
determinado, com uma metodologia de pesquisa prdpria, que se apoia em dados da
experimenta¢do clinica e de medicamentos homeopéticos no homem sadio, para sua posterior
aplicacdo no homem doente. Estes experimentos podem ser reproduzidos de acordo com os
modernos protocolos de pesquisa homeopdticos. Os medicamentos homeopéticos sdo
manipulados através de uma técnica de dinamizacdo (diluicdo e sucussdo ou trituragdo) que
permite diminuir os efeitos téxicos da substancia original e aumentar o poder curativo das

mais diversas substancias (FONTES, 2005).
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2.3.3. Origem do medicamento homeopatico

Os medicamentos homeopdticos provém dos reinos vegetal, mineral e animal, dos
produtos de origem quimica, farmacéutica e bioldgica. Os fungos (reino fungi), as bactérias
(reino monera) e 0s protozodrios (reino protista) também representam importantes fontes de
matérias-primas empregadas na preparacdo dos medicamentos homeopéticos. O reino vegetal
¢é o que fornece o maior nimero de drogas para a prepara¢do de medicamentos homeopaticos.
A planta pode ser usada inteira, suas partes, seus produtos extrativos ou de transformacio
(sarcédios), bem como seus produtos patolégicos (nosodios). Depois do reino vegetal, o reino
mineral é o que fornece maior nimero de drogas experimentadas, sendo alguns medicamentos
minerais bastante utilizados na clinica didria, como: Sulfur, Phosphorus e Causticum. Da
mesma forma que os vegetais, o animal pode ser utilizado inteiro, suas partes, seus produtos
extrativos ou de transformacio (sarcédios) ou ainda, os seus produtos patolégicos (nosédios)

(FONTES, 2005).

2.3.4. Escalas

Para as preparagdes das formas farmacéuticas derivadas, a farmacotécnica
homeopitica emprega trés escalas, de acordo com a propor¢do entre 0s insumos ativos e
inerte: a decimal, a centesimal e a cinqiienta milesimal. Na escala decimal, a diluicdo é
preparada na proporg¢do de 1/10, ou seja, uma parte do insumo ativo € diluida em nove partes
de insumo inerte, perfazendo um total de dez partes. Essa escala foi criada pelo médico
homeopata Constantine Hering e os simbolos empregados para designar tal escala sdao: X (dez
em algarismo romano), D ou DH (Decimal de Hering). Na escala centesimal, a diluicdo é

preparada na proporcdo 1/100, ou seja, uma parte do insumo ativo € diluido em 99 partes de
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insumo inerte, perfazendo um total de cem partes (BRASIL, 2011). Essa escala foi criada por
Hahnemann e seus simbolos siao C, ? nenhuma indicacio ou CH (Centesimal
Hahnemanniana). Na escala cinqiienta milesimal a diluicdo é preparada na propor¢do de
1/50.000 e seus simbolos sdo Q ou LM (FONTES, 2005).

Em homeopatia, a partir da poténcia 24DH e 12CH, néo ¢ possivel detectar 4tomos ou
moléculas da substancia original, uma vez que, nestas escalas, o nimero de Avogrado (6,02 x
10 * 4tomos) é ultrapassado. Para a homeopatia, quanto mais diluido, mais eficaz é o

medicamento, uma vez que a dilui¢do seguida de sucussdo, ou seja, a dinamizacdo € a

responsavel pelo aumento da for¢a medicamentosa da substancia (CESAR, 2003).

2.4. BIOTERAPICOS / NOSODIOS

Os bioterdpicos sdo, segundo a Farmacopéia Homeopatica Brasileira, preparacoes
medicamentosas, de uso homeopético, obtidas a partir de produtos biolégicos, quimicamente
indefinidos: secrecdes, excregdes, tecidos e drgaos, patolégicos ou ndo, produtos de origem
microbiana e alérgenos (BRASIL, 2011). Com outras palavras, o Manual de Normas Técnicas
descreve os bioterdpicos como sendo produtos ndo quimicamente definidos que servem de
matéria-prima para preparacdes bioterdpicas de uso homeopético (ABFH, 2003).

Os bioterdpicos tém um conceito amplo, que engloba nosddios, auto-isoterdpicos e
isoterdpicos. Existe uma tendéncia de chamarmos os nosédios de bioterdpicos que sdo
medicamentos, preparados segundo a farmacotécnica homeopdtica, e que tém como ponto de
partida material patoldgico animal ou vegetal. Os bioterdpicos, da classe dos isoterdpicos,
visam combater as doencas com os produtos elaborados pela prépria doenca ou com materiais

provenientes do organismo doente (FONTES, 2005).
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2.4.1. Historia

O termo nosddio se refere ao medicamento feito a partir de tecido ou secrecdes
patolégicas. Tecnicamente, um nosédio € preparado a partir do material patoldgico de
vegetais, animais ou humanos. Como exemplos, temos: Secale cornutum e Ustilago maidis:
nosédios vegetais preparados a partir do fungo que infesta centeio e milho, respectivamente;
Tuberculinum bovinum: nosédio animal preparado a partir do escarro de uma vaca com
tuberculose bovina; Psorinum: produto de doenca humana, preparado a partir do contetido da
vesicula da sarna. O preparado destes medicamentos envolve a trituracdo com lactose da
secre¢do patogénica, fluido de erupcdes ou tecido patolégico seguida de sucussdo,
considerando a escala e método preconizados. Geralmente, € usado na trigésima poténcia ou
poténcia superior, na qual ndo existe a possibilidade de se ter a presenca do agente patoldgico
(SCHEPPER, 2001).

Antes de Koch e Pasteur desenvolverem a ciéncia da bacteriologia, alguns homeopatas
ja tinham a visdo de que manifestacdes de doengas como erupgdes da pele e secregdes com
toxinas que poderiam ser potencializadas e usadas como medicamentos. Hahnemann foi o
primeiro a usar estas fontes como medicamento, fazendo uma pequena experimentagdo do
Psorinum (SCHEPPER, 2001). Este medicamento € preparado a partir da dilui¢do de uma
serosidade de vesicula de sarna e foi o primeiro nosédio a ter uma patogenesia de acordo com
as técnicas preconizadas por Hahnemann (LYRIO, 2002).

Em 1834, o médico homeopata Constantine Hering, criou, apds as suas experiéncias, o
termo nosédio, originado do grego ndsos que significa doenga (FONTES, 2005). Foi Hering
que realmente promoveu o uso dos nosédios e fez experimentacdes, tendo sido o responsdvel
por adicionar muitas categorias de medicamentos, incluindo os autonosddios que sdo

manipulados a partir de substancias retiradas do corpo do préprio paciente.
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Wilhelm Lux, um veterindrio homeopata, desenvolveu um ramo da homeopatia que
ele chamou de Isopatia, originado do grego isos que significa igual e pdthos que significa
doenga. A isopatia se baseia no tratamento das doengas com produtos dinamizados oriundos
da mesma doenga e se baseia na lei “Igual cura o Igual”. Entretanto, os medicamentos
isopdticos tém uma aplicagdo muito mais especifica do que os outros homeopéticos com usos
mais direcionados a determinadas doengas enquanto os homeopdticos podem apresentar uma
vasta indicacdo para aspectos mentais, emocionais e fisiologicos, do paciente (FONTES,
2005; SCHEPPER, 2001).

Este veterinario, Johann Wilhelm Lux, em 1831, atendendo ao pedido de um criador
de gados, prescreveu o muco nasal de um animal doente, diluido na poténcia 30CH, para uma
epidemia e obteve resultados surpreendentes (FONTES, 2005) Esta doenga é uma das mais
antigas e € causada por um bacilo do género Burkholderia. Seus sintomas sdo caracterizados
por hipertermia, respira¢do ruidosa, inapeténcia, emagrecimento progressivo, congestdo nasal
e descarga mucopurulenta, erosdes, tlceras e cicatrizes na mucosa nasal (MOTA et al., 2000).

Johann Ernst Stapf, que defendeu os trabalhos de Hering e Lux, preconizou o uso de
bioterdpicos preparados a partir do préprio doente, o que foi denominado, naquela época, de
auto-isopatia (FONTES, 2005). O racional desta indicacdo segue a premissa de que a secre¢do
patolégica encerra em si os microorganismos ou talvez os antigenos, que originaram a doenga
especifica e, estes, quando diluidos e dinamizados de acordo com a farmacotécnica
homeopitica, se tornam potentes medicamentos especificos para aquele paciente ou patologia.

Em 1910, Allen publicou a primeira “Matéria Médica dos Nosddios”, considerada a
mais importante obra sobre o tema na época (LYRIO, 2002).

No inicio do século XX, sem conhecimento da homeopatia, o patologista e
bacteriologista inglés, Edward Bach, comecou a associar a presenca de bactérias encontradas

no tubo intestinal com doengas cronicas. Ao ler o Organon, Bach se impressionou com a
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similaridade existente entre a sua terapia de vacinas e o tratamento homeopdtico. As primeiras
experiéncias avaliando a potencializagdo das vacinas para administracdo na forma de
bioterdpicos foram feitas entre 1920 e 1921. Em 1925, apds nove anos de experiéncia, Bach
reportou uma série de casos tratados com as suas vacinas: 95% dos individuos responderam
bem e 80% dos casos apresentaram excelentes resultados (ALMEIDA, 1997).

Em 1954, a comissdo permanente da Farmacopéia Francesa adotou o termo
bioterdpico suprimindo o termo nosédio na Franca (LYRIO, 2002).

Em 1960, Julian, um médico homeopata francé€s, tornou-se um grande difusor da
nosodioterapia e escreveu a “Matéria Médica de Nosddios” onde relatou a patogenesia de
Streptococcinum, Staphylococcinum e mais de 45 bioterdpicos microbianos (ALMEIDA,
1997).

Dentre os bioterdpicos mais bem estudados estd o Secale cornutum, bioterdpico
vegetal, oriundo do centeio espigado que € parasitado por micélios de Claviceps purpiirea,
que tem como principais alcaldides presentes nos esporos a ergotinina e a ergotoxina. Desta
forma, é muito utilizado, como isoterdpico, em individuos saturados pelo abuso de derivados
ergotinicos; sua indicagdo também pode ser baseada na Lei dos Semelhantes, uma vez que
este bioterdpico foi submetido a experimentacdo e possui patogenesia (KOSSAK-
ROMANACH, 2003).

Alguns homeopatas consideram os nosdédios como isopatia desde que administrados
para a cura de uma mesma doenca. Mas os nosddios também sdo prescritos para uma vasta
gama de doengas a partir das quais sdo derivados (SCHEPPER, 2001).

Os nos6dios ndo sdo vacinas, como muitos pensam, mas podem ser utilizados para

profilaxia de muitas moléstias (LYRIO, 2002).
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2.4.2. Isoterapicos

Sdo preparagdes medicamentosas obtidas a partir de insumos relacionados com a
patologia / enfermidade do paciente (BRASIL, 2011). Sdo preparados a partir de substancias

exdgenas ou endogenas.

a) Auto-isoterdpico: sdo preparados a partir de excrecdes ou secregdes obtidas do proprio
paciente (sangue, urina, escamas, fezes) e sé a ele destinado.
b) Heteroisoterdpico: sao os alérgenos, polens, poeiras, pélos, solventes, medicamentos

alopaticos, alimentos, que, de alguma forma, sensibilizam o paciente.

2.4.3. Referéncias bibliograficas a bioterapicos

Castro e colaboradores (1975) pesquisaram o uso do nosédio meningococcinum como
preventivo contra a meningite meningocdccica e concluiram que o meningococcinum 10CH
foi capaz de aumentar, significativamente, a resisténcia a meningite meningocdccica nos
individuos tratados. Este medicamento foi dado a 18.640 criangas, enquanto que 6.340
criancas ndo o receberam. Somente quatro casos de meningite foram registrados no grupo de
criancas tratadas enquanto que 34 casos de meningite foram registrados no grupo que ndo
recebeu o tratamento. Esses autores sugerem ainda a repeti¢do deste experimento com
poténcias maiores, como a 30CH (CASTRO et al., 1975; SCHEPPER, 2001).

Ribeiro e colaboradores estudaram o comportamento de tripomastigotas sangiiinolas
do Trypanosoma cruzi, inoculados endovenosamente em camundongos normais e tratados

com bioterdpicos e, concluiram que, quando os animais sdo tratados com o mesmo bioterdpico

na poténcia de 30DH, as formas delgadas, inoculadas por via venosa, sdo precocemente
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destruidas, enquanto que as largas sdo mais resistentes e permanecem na corrente circulatdria
por determinado tempo, sendo depois destruidas (RIBEIRO et al., 1983).

Coelho e colaboradores relataram em 1991, diminui¢do progressiva da freqiiéncia e da
intensidade dos sintomas de brucelose cronica com o uso do bioterdpico manipulado a partir
de Brucella melitensis (ALMEIDA, 1997).

Danninger e colaboradores pesquisaram um bioterdpico manipulado a partir da toxina
estafilocdccica em 12CH e observaram sua ag¢do em pacientes sadios e em pacientes HIV
positivos. Ao final do estudo concluiram que este medicamento muda o perfil imunolégico de
ambos os pacientes, diminuindo o CIC (Circulanting Immune Complexes) com aumento das
células CD4 e a razio CD4/CD8 (DANNINGER et al., 2000).

Queiroz utilizou Trypanosoma cruzi o qual contém as formas tripomastigotas
metaciclicas da cepa Y (MHOM/BR/1950/Y) para manipulacio de um bioterdpico na
poténcia 30DH e verificou sua eficdcia in vivo em experimentos com camundongos. Este
trabalho evidenciou uma taxa de sobrevida de 50% nos animais previamente tratados com o
bioterdpico, com os mesmos apresentando altos niveis de anticorpos da classe IgG e auséncia
de parasitas na corrente circulatéria, demonstrando que o bioterdpico foi capaz de modular a
resposta humoral (QUEIROZ, 2005).

Berchieri e colaboradores utilizaram bioterdpicos a partir da bactéria Salmonella
enteritidis, a qual € responsdvel por infeccdes em aves e estd também associada a salmonelose
humana, na poténcia de 200CH, e verificaram que a terapia reduziu a excre¢do de Salmonella
enteritidis pelas aves o que levou a uma menor contaminacdo dos ovos (BERCHIERI et al,
2006).

Almeida e colaboradores estudaram o efeito do bioterdpico 7. cruzi 12 DH e
Phosphorus 12 DH em camundongos infectados pelo mesmo agente. O bioterdpico, neste

estudo, foi preparado de acordo com a farmacotécnica utilizada pelo Dr Roberto Costa
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partindo do sangue do camundongo infectado pelo Trypanosoma cruzi. Os pesquisadores
observaram que o bioterdpico modulou o sistema imune principalmente durante a fase aguda
da infeccdo e o Phosphorus diminuiu a patogenicidade do protozodrio (ALMEIDA, 2008).

Costa e colaboradores estudaram o efeito do bioterdpico Candida albicans 30DH em
cultura de células e verificaram uma diminuicdo dos indices de adesdo das leveduras a células
epiteliais previamente tratadas com este bioterdpico (COSTA, 2008).

Ferraz e colaboradores verificaram que os camundongos respondem de maneira
diferente a bioterdpico de tripomastigota 7DH administrados antes da infec¢do, sugerindo um
efeito do sistema imunolégico do hospedeiro (FERRAZ et al., 2011).

Siqueira e colaboradores observaram alteracdes celulares e bioquimicas em células de
rim canino (MDCK) e macréfagos (J774G8) receberam tratamento com bioterdpico de virus

influenza 30DH, sendo este estudo prévio a esta tese de doutorado (SIQUEIRA et al., 2013).

2.4.4. Bioterapicos Dr. Roberto Costa

Os bioterdpicos Roberto Costa foram criados pelo médico brasileiro Dr. Roberto
Andrade da Costa. Esta preparacdo tem como ponto de partida o microorganismo vivo, na sua
forma infectiva, diluido em solucdo fisioldgica. Os estudos clinicos do Dr. Roberto Costa
mostraram que esta forma de preparacio era capaz de estimular o organismo de um individuo
doente e provocar uma reacdo no sistema imune do organismo oriunda da memoria
imunolégica, induzida por este mesmo agente causal (COSTA, 1984, 2002). A
farmacotécnica homeopdtica desse bioterdpico se diferencia das demais pela utilizacdo da
diluicdo e dinamizagdo, a partir do agente causal na sua forma integra e viva, nunca lisado ou

inativado (LYRIO, 2002).
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O bioterapico vivo ndo € infeccioso da 12DH em diante e € altamente eficaz na 30DH,
fazendo, com seguranca, o tratamento e a profilaxia das infec¢des intra e extracelulares que
lhe sdo correspondentes (COSTA, 1988). Segundo Dr. Roberto Costa, o nosédio vivo
dinamizado suscita a formacdo de anticorpos imunizantes agindo como uma espécie de vacina
(LYRIO, 2002).

O protocolo do Dr. Roberto Costa envolve o uso de diluentes, como a solugdo salina
(cloreto de sodio a 0,9%), nas primeiras dinamiza¢des das suspensdes microbianas. Para o
caso especifico de dinamizacdes contendo particulas virais, Dr. Roberto Costa orientava que a
manipulagdo fosse feita em dgua destilada afim de excluir a participagdo de fons sédio e
cloreto do efeito terapéutico. De fato, estudos prévios conduzidos por Siqueira e
colaboradores indicaram ser possivel preservar a integridade do virus influenza A/Aichi/2/68

quando o mesmo € dinamizado em dgua destilada estéril (SIQUEIRA et al., 2013).

2.4.5. Tratamento da gripe com bioterapicos

Atualmente, na medicina homeopdtica existe o medicamento Influenzinum
(GUTMAN, 1989; PERKER et al., 1999). Este bioterdpico foi desenvolvido a partir da vacina
antigripal do Instituto Pasteur (ABFH, 2003; FONTES, 2005) e teve sua eficidcia comprovada
por observacdo clinica (PERKER ez al., 1999).

Segundo Perko (2005), o Influenzinum 30DH pode ser prescrito um més antes do
periodo de gripe, segundo a posologia: uma dose uma vez por semana, durante quatro
semanas; na quinta semana, o paciente suspende a medicacio e retoma o uso a partir da sexta
semana. Ao final deste esquema de tratamento, Perko recomenda a administracdo de uma
dose mensal de Influenzinum 30DH, enquanto perdurar o periodo de gripe. Se este esquema

terapéutico falhar, o autor recomenda o uso de Influenzinum 30 CH (PERKO, 2005).
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Outro bioterdpico muito usado na clinica médica para tratamento de infec¢des por
influenza é o Oscilococcinum que foi desenvolvido pelo Dr. Joseph Roy, na Franga em 1919.
E um medicamento preparado a partir do auto lisado filtrado de figado e coragdo de pato
(Anas barbarie) e foi introduzido nos Estados Unidos, em 1984. Um estudo duplo cego,
placebo controlado realizado na Alemanha mostrou que este medicamento ajuda a diminuir
significativamente os sintomas da gripe, incluindo: febre, tosse, dor de garganta, coriza, dor
de cabega, dores musculares e fadiga. Em pacientes que fizeram uso de Oscillococcinum foi
notada uma melhora dos sintomas, apds 48 horas. Contudo, como a maioria dos

medicamentos usados na gripe e resfriados, este medicamento parece funcionar melhor logo

apos o aparecimento dos primeiros sintomas (PERKO, 2005).
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo geral:

Avaliar os possiveis mecanismos de acdo de formula¢des farmac€uticas homeopaticas,

do tipo bioterdpico de influenza A, para o tratamento da gripe humana.

3.2. Objetivos especificos:

Preparar bioterdpicos a partir de amostras integras e inativadas de virus influenza
H3N2;

Avaliar por microscopia eletronica de transmissdo caracteristicas morfoldgicas das
diferentes preparacdes virais;

Avaliar a respirag@o celular, producio de lactato, citrato sintase e hidrélise de ATP na
linhagem MDCK tratada pelos diferentes bioterdpicos;

Quantificar a atividade da enzima fosfofrutocinase-1 de células MDCK estimuladas
pelos bioterdpicos em estudos;

Avaliar a resposta de macréfagos estimulados por bioterdpicos preparados a partir do
virus influenza integro H3N2 e a partir dos mesmos virus inativados;

Avaliar a produgdo de diferentes citocinas e de 6xido nitrico por macréfagos
estimulados pelos bioterdpicos em estudo;

Avaliar as repostas imuno-farmacolégicas em camundongos tratados pelos
bioterépicos;

Avaliar a resposta clinica induzida por bioterdpicos em criangas sauddveis do

Programa de Saide de Familia de Petrépolis.



4. MATERIAL E METODOS

4.1.1 Equipamentos

Balanga analitica - METTLER TOLEDO - AG 204;

Braco mecanico - AUTIC;

Camera fotografica Panasonic Lumix SZ35;

Capela de Fluxo Laminar — VECO — ULFS 12;

Citdmetro de Fluxo — modelos FACScalibur e ATTUNE;
Estufa de cultura — FANEM - 002CB;

Estufas de esterilizacdo — Modelo 315SE - FANEM;
Espectrofotdometro de placa - Model 3550, Bio-Rad Laboratories;
Espectrofotometro - SHIMADZU UV 2401 PC;

Isoladores — Techinoplast;

Leitor de microplacas VICTOR3 (PerkinElmer, USA);
Microscopio eletronico de transmissdo - MORGANY/ FEI;
Microscépio invertido - OLYMPUS;

Microscépio 6ptico de fluorescéncia - AXIOPLAN II/Zeiss;
Panela Elétrica — Panasonic;

Ultracentrifuga Beckman - Modelo Optima LE-80K.
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4.2. METODOS:

4.2.1. Preparacio e titulacao da amostra viral

As amostras de virus influenza subtipo H3N2 A/Aichi/2/68 e A/Victoria/3/75 foram
preparadas em ovos embrionados de galinha de 9 dias de incubagdo, por inoculacio de 0,2 ml
em cavidade alantdica. Os ovos foram incubados por 48 horas, a 33-34°C, e os liquidos
alantéicos foram coletados, obtendo-se, assim, a massa viral a ser manipulada (Figura 1). Esta
massa viral foi concentrada por ultracentrifugacdo a 80.000 x g durante 1 hora e o pellet
obtido foi submetido a processo de purificag@o, por ultracentrifugacdo a 100.000 x g, durante
2 horas, em gradiente de sacarose de 20 a 60% (BARROS et al., 2003; SIQUEIRA et al.,
2013).

A titulacdo das amostras virais purificadas, assim como das amostras virais em
diferentes fases dos experimentos, foi feita por reacdo de hemaglutinacdo, utilizando-se
diluicdes da amostra viral ao dobro (a partir de 1:2) frente a uma suspensdo de hemaécias
humanas a 1%, em PBS com 0,2% de BSA. A leitura foi realizada ap6s 60 minutos de
incubagdo, a 4°C, (COUCEIRO et al., 1994) e o titulo da amostra viral, expresso em unidades
hemaglutinantes por 25 puL. (UHA/25 pl), foi equivalente a maior diluicdo capaz de causar

100% de hemaglutinagdo.
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Figura 1: Esquema de produgdo de massa viral. (A) localizagdo do embrido por ovoscopia; (B) marcagdo da
cavidade alantdica por ovoscopia; (C) colocagdo do material em fluxo laminar; (D) inoculagdo de virus; (E)
fechamento dos orificios nos ovos; (F) incuba¢do em estufa; (G) abertura/ corte dos ovos; (H) recolhimento do
liquido alantdico para obtencdo da massa viral a ser manipulada; (I) inutiliza¢cdo do material ndo aproveitado.

4.2.2. Preparacio dos bioterapicos

Os bioterdpicos foram preparados a partir das amostras integras e inativadas de duas
amostras de virus influenza, A/Aichi/2/68 (H3N2), utilizadas para o estudo in vitro e pré-
clinico e, A/Victoria/3/75, usados no clinico. O virus A/Aichi/2/68 € uma cepa original da
Pandemia Hong Kong de 1975 cedida por Toon Stegmann (Laboratory of Physiological
Chemistry, University of Groningen,The Netherlands) enquanto que a amostra
A/Victoria/3/75 foi gentilmente cedida pelo professor José Nelson Couceiro do laboratério de
virologia, UFRIJ. Estas preparacdes purificadas foram, entdo, submetidas ao processo de
diluicdes sucessivas para o preparo do bioterdpico conforme descrito na Farmacopeia
Homeopdtica Brasileira (BRASIL, 2011). Nesta tese foram preparadas amostras de

bioterdpicos a partir de virus integro e inativado, nas poténcias 12 e 30DH.
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A preparagdo dos bioterdpicos integros seguiu a técnica do Dr Roberto Costa para o
preparo de nosddios vivos. Para tanto, a amostra purificada de virus influenza H3N2
infeccioso, com titulo de 10.240 UHA/25 pL, foi submetida ao processo de diluicdes
sucessivas e sucussdes para preparagdo do bioterdpico. Para isto, 0,1 ml da amostra viral
foram adicionados a 0,9 ml de dgua destilada estéril. Em seguida, estas preparacdes foram
submetidas a 100 sucussdes mecanicas dando origem a 1* solu¢do dinamizada, chamada de
decimal de Hering (DH). Um ml desta solu¢do foi colocado em 9 ml de dgua destilada estéril;
esta solucao foi submetida a 100 sucussdes e, assim, foi obtido o bioterdpico 2DH (BRASIL,
2011). Este procedimento foi repetido, sucessivamente, até a obtencdo dos bioterdpicos em
12DH e 30DH, que foram denominados, respectivamente, de H3N2 A 12DH e H3N2 A
30DH.

O bioterdpico inativado pelo uso de solugdo hidroalcodlica 70% foi manipulado da
mesma forma anterior, porém, a primeira dinamiza¢do (1DH) foi realizada tendo esta solucio
como veiculo com o objetivo de inativar as particulas virais. A partir da poténcia 2DH, o
veiculo utilizado foi 4dgua destilada estéril até a poténcia desejada. Os bioterdpicos
manipulados nas poténcias 12DH e 30DH foram chamados, respectivamente, de H3N2 I
12DH e H3N2 1 30DH.

O mesmo procedimento foi realizado com a dgua destilada estéril para obten¢do das

solucdes controle, sendo as mesmas denominadas de H2O 12DH e H20 30DH.

4.2.3. Avaliacdo da integridade da particula viral por microscopia eletronica de

transmissao

A integridade da particula viral, no bioterdpico que teve como ponto de partida o virus

integro, foi avaliada por microscopia eletronica de transmissdo (Morgagni 268/FEI). Para este
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ensaio, 5 pul do bioterdpico 1DH manipulado em 4gua, foram colocados em grade de niquel
com 1 gota de solucdo de 4cido fosfotiingstico 2%, pH 6,8. Apds 1 minuto, o material foi seco
com papel de filtro e, depois, uma gota de solu¢do aquosa saturada de acetato de uranila foi
adicionada. Apds 30 segundos, os excessos foram retirados, com auxilio de papel de filtro, e
as imagens das amostras foram analisadas por microscopia eletrdonica de transmissdo
(SIQUEIRA, 2009).

O mesmo procedimento foi realizado para o bioterdpico na poténcia 1DH preparado
com o virus inativado para a certificacio de que ndao havia qualquer particula integra na

solugdo.

4.3. METODOS UTILIZADOS NOS ESTUDOS IN VITRO

4.3.1. Tratamento das células MDCK

Uma suspensdo celular de MDCK (Madin-Darby canine kidney) contendo 5 x 10*
cels/ml foi mantida em garrafas de cultura de células por 3 dias, a 37 °C, para obtengdo de
uma monocamada confluente de células que teve como meio nutricional DMEM,
suplementado com soro fetal bovino a 10% (SIQUEIRA, 2009). Apés este periodo, as células
comecavam a receber tratamento com os medicamentos, nas respectivas garrafas. O periodo
de incubagdo com as solugdes teste duravam 2 dias, quando as mesmas recebiam um total de
6 tratamentos ou, 4 dias, quando recebiam um total de 18 tratamentos.

Os bioterdpicos preparados conforme o item 4.2.2 foram acrescentados a cada garrafa
apos adi¢do de novo meio de crescimento, segundo o protocolo abaixo:

e Grupo 1: células MDCK que receberam 6 tratamentos com o bioterdpico integro

(H3N2 A 12DH);
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Grupo 2: células MDCK que receberam 6 tratamentos com o bioterdpico integro

(H3N2 A 30DH);

Grupo 3: células MDCK que receberam 6 tratamentos com o bioterdpico inativado

(H3N2 1 12DH);

Grupo 4: células MDCK que receberam 6 tratamentos com o bioterdpico inativado

(H3N2 1 30DH);

Grupo 5: células MDCK que receberam 6 tratamentos com dgua dinamizada na

poténcia 12DH (H20 12DH);

Grupo 6: células MDCK que receberam 6 tratamentos com dgua dinamizada na

poténcia 30DH (H20 30DH);

Grupo 7: células MDCK que receberam 6 tratamentos com 4gua destilada estéril

(H20);

Grupo 8: células MDCK que receberam 18 tratamentos com o bioterdpico integro

(H3N2 A 12DH);

Grupo 9: células MDCK que receberam 18 tratamentos com o bioterdpico integro

(H3N2 A 30DH);

Grupo 10: células MDCK que receberam 18 tratamentos com o bioterdpico

inativado (H3N2 I 12DH);

Grupo 11: células MDCK que receberam 18 tratamentos com o bioterdpico

inativado (H3N2 I 30DH);

Grupo 12: células MDCK que receberam 18 tratamentos com dgua dinamizada na

poténcia 12DH (H20 12DH);
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e Grupo 13: células MDCK que receberam 18 tratamentos com dgua dinamizada na

poténcia 30DH (H20 30DH);

e Grupo 14: células MDCK que receberam 18 tratamentos com dgua destilada estéril

(H20);

e Grupo 15: Controle negativo contendo células MDCK mantidas sob as mesmas
condicOes experimentais, exceto pelo tratamento com as solucdes testes (grupo

CO);

Para a realizacdo dos experimentos realizados no minimo trés vezes, de maneira
independente e em quintuplicata, a cada troca de meio as respectivas solucdes testes eram

readicionadas.

4.3.2. Avaliacio da acao dos bioterapicos sobre a linhagem MDCK

As células MDCK submetidas a diferentes situagdes experimentais, como descrito no

item 4.3.1, foram avaliadas através das metodologias de andlise descritas abaixo:

4.3.2.1. Avaliacao da atividade mitocondrial celular por MTT

O método MTT mede a atividade mitocondrial de células vidveis, sendo sensivel para
avaliar a viabilidade e atividade celular (MOSMANN, 1983). O brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) é um sal de tetrazélio hidrossolivel, de cor
amarelada em solugdo aquosa. O principio deste método consiste na absorcdo do sal
tetrazolium pelas células, o qual € reduzido no interior da mitocondria a um produto chamado

formazan (cor purpura) pela enzima succinato desidrogenase (Figura 2). Este produto de
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coloragdo purpura é acumulado dentro da célula e, apds solubilizagdo no solvente
dimetilsulféxido (DMSO), pode ser quantificado em espectrofotdmetro do tipo ELISA (A =
490 nm). Alteragdes na atividade mitocondrial celular resultam em mudangas na quantidade
de formazam produzido e, consequentemente na absorbédncia, o que permite quantificar a
atividade mitocondrial das células MDCK nas diferentes situagdes experimentais

(MOSMANN, 1983).
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Figura 2: Representa¢do esquemadtica da reacdo de reducdo do MTT. Adaptado de Storcket, 2012.

Nas condi¢des experimentais testadas, as células MDCK foram plaqueadas em placa
de 96 pocos e, apds 24h, foram incubadas com 20 ul de MTT (5,0 mg/ml em PBS), por 3
horas, a 37 °C, na auséncia de luz. Em seguida, a placa foi centrifugada e o sobrenadante foi
desprezado. A cada poco foi adicionado 200 pul de DMSO. A absorbancia foi lida em leitor de
placas do tipo ELISA (ThermoPlate) e os dados foram analisados pelo programa de estatistica
ANOVA. Foram feitos trés experimentos independentes, em quintuplicata, nas células que

receberam 6 e 18 tratamentos.

4.3.2.2. Avaliacao da atividade da enzima Fosfofrutocinase-1 (PFK-1) nas células MDCK

A fosfofrutocinase é uma enzima da via glicolitica (Figura 3) e € o elemento de

controle mais importante desta via. Através da andlise da sua atividade, pode-se verificar se a
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célula estd em processo de glicolise ou se esta via estd sendo desviada para formacdo de
outros produtos como, por exemplo, nucleotideos, pela ativagdo da via das pentoses-fosfato

(STRYER, 1996).

VIA GLICOLITICA VIA DAS PENTOSES-FOSFATO
Glicose 6-fosfato - Ribulose 5-fosfato
Glicose 6- Fosfopentose
fosfato isomerase
' isomerase
Frutose 6-fosfato —— Ribose 5-fosfato
Fosfofruto-
cinase - 1 4
Frutose 1,6 bisfosfato
Diidroxiacetona-fosfat e—— Gliceraldeido 3-fosfato
iidroxiacetona-fosfato -
Piruvato

Figura 3: Esquema resumido da via glicolitica e pentoses-fosfato. Caso seja necessdria a produgdo de
nucleotideos e/ou outro produto da via das pentoses, a via glicolitica é desviada para a via das pentoses-fosfato
gerando ribose a partir dos produtos glicose-6-fosfato e/ou frutose-6-fosfato.

A atividade fosfofrutocindsica do homogeneizado celular foi avaliada em um meio
reacional contendo 1 mM frutose 6-P, 1 mM ATP, 5 mM NADH, 2 mU/ml aldolase, 2 mU/ml
triosefosfato isomerase, 2 mU/ml a-glicerofosfato desidrogenase e 100 ul do homegeneizado
celular contendo 1 x 10° cel/ml, em um volume final de 200 pl. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de uma aliquota do homogeneizado e a oxidacdo de NADH foi quantificada em um

leitor de microplacas VICTOR3 (PerkinElmer, USA) a 340 nm (COELHO et al., 2007).
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4.3.2.3. Avaliacio do Consumo de Oxigénio: Oxigrafia de Alta Resolucio

A fim de avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a fun¢do mitocondrial e o
metabolismo oxidativo das células MDCK, o consumo de oxigé€nio foi avaliado através de
oxigrafia de alta resolugdo. O equipamento utilizado foi um Oxigrafo de Alta Resolucdo —
Oroboros — Austria (com eletrodo de Clark). Este equipamento dispde de um sensor
polarogrifico de oxigénio de alta sensibilidade posicionado numa camara hermética onde a
amostra (suspensdao de células) € colocada. Este é acoplado a um computador com um
software Oroboros O2k e as variagdes da concentra¢do de oxigénio na cAmara sdo medidas e
o consumo pela amostra é calculado (GNAIGER, 2011). As células MDCK foram plaqueadas
em garrafas na concentracio de 5 x 10* células/ml e, 48 horas apds este procedimento, as
mesmas comegaram a receber 6 ou 18 tratamentos para avaliacdo da resposta. Vale lembrar
que neste experimento os tratamentos foram realizados com os bioterdpicos preparados a
partir do virus integro nas poténcias 12DH e 30DH, dgua 30DH e 4dgua destilada estéril. No
momento da determinac@o do consumo de oxigénio, as células foram retiradas das garrafas e
contadas com auxilio do azul de tripan. Para a andlise do consumo de oxigénio foram
necessarias 5 x 10° células/ ml. As células foram ressuspensas em 2 ml de meio DMEM sem
suplementacdo com soro fetal bovino. A respiracdo basal das células foi medida a 37 °C.
Foram utilizados diferentes inibidores para a avalicdo dos parametros mitocondriais. As
concentracdes de cada inibidor utilizado estdo indicadas nas legendas das Figuras. Foram

realizados pelo menos seis experimentos independentes em duplicata.

4.3.2.4. Quantificacao da enzima lactato desidrogenase

As células MDCK foram plaqueadas em placas de 12 pocos e, apés 24 horas,

receberam 6 tratamentos, por 48 horas, ou 18 tratamentos, por 72 horas, com bioterdpicos
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integros nas poténcias 12DH e 30DH, 4dgua destilada estéril e 4gua dinamizada 30DH. Apds
os tratamentos com as diferentes condi¢cdes experimentais, o0 meio de cultura foi substituido
por 2 ml de meio sem soro. Imediatamente apds a troca de meios foram coletadas aliquotas de
100 pl em diferentes tempos (0, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos), e 100 pul de meio sem soro
foram repostos aos pogos. No tempo de 20 minutos, foi adicionado 1mM de KCN, um
inibidor do complexo IV do sistema de transporte de elétron, o que induz a célula a utilizar
somente a glicolise para a producdo de ATP (shift metabdlico). A avaliagdo do lactato foi
realizada através de ensaio enzimdtico em tampao hidrazina/glicina (0,35/ 0,6M) (pH 9,2),
contendo B-NAD" 15 mM e lactato desidrogenase 30 unidades/ml. A formagdo de NADH foi
quantificada em leitor de microplacas a 340 nm utilizando o fator de extingdo molar para o

NADH (3,44) (PEREIRA-DA-SILVA, 2009).

4.3.2.5. Quantificacao da atividade de hidrolise de ATP

As células MDCK, na concentracdo de 5 x 10* cels/ml, foram plaqueadas em placa de
6 pocos, por 24 horas. Apds este periodo, as células receberam 6 ou 18 tratamentos com
bioterdpicos integros 12DH e 30DH, 4dgua destilada estéril e d4gua dinamizada 30DH. Apéds o
tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 200 pl de PBS e
congeladas a — 70 °C até a andlise. A atividade de hidrélise de ATP foi avaliada em diferentes
tempos (0, 5, 10, 15 e 20 minutos) em um meio de reagdo contendo: 20 mM Tris-HCI pH 8,0;
2 mM ATP; 0,5 uM de FCCP; 100 mM de KCl e 10 mM MgCl,, a 37°C. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 50 pl de células. Como controle foi realizado o0 mesmo procedimento
na presenca de azida (NaN3) que é um inibidor da ATP sintase mitocondrial. A medida da
hidrélise de ATP foi realizada através da quantificagdo do fosfato inorgénico liberado (Pi)

pelo método de Fiske & Subbarow (1925) através da atividade NalNs sensivel. A reagdo de
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quantificacdo de Pi foi determinada em espectrofotdometro a 660nm, utilizando um curva

padrdo com concentra¢des conhecidas de Pi.

4.3.2.6. Quantificacao da atividade de citrato sintase

A atividade de citrato sintase foi avaliada por método espectrofotométrico utilizando o
reagente de Ellmans (DTNB). A reacdo foi realizada em meio contendo fosfato de potéssio
monobdasico (KH;PO4) 10 mM, EDTA 2 mM, DTNB 2 mM e Triton X-100 0,1% (v/v), ao
qual foi adicionado 20 pl de amostra. A reagdo foi iniciada ao adicionar 1,25 pl de acetil CoA
0,1mM e 5 ul de oxaloacetato SmM a 0,5 ml de meio de ensaio com pH 7,2. Como amostra
foi utilizado um homogeneizado de células MDCK, contendo 5 x 10* cels/ml, plaqueadas em
placa de 6 pogos, por 24 horas. Apds este periodo, as células receberam 6 ou 18 tratamentos
com bioterdpicos integros 12DH e 30DH, 4gua destilada estéril e dgua dinamizada 30DH.
Ap6s o tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 200 ul de

PBS e congeladas a— 70 °C até a andlise (KUZNETSOV, 2010).

4.3.2.7. Dosagem de proteina

Para os experimentos de atividade enzimdtica, a determinacdo da concentragdo de
proteina foi realizada através do método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando

albumina de soro bovino (BSA) como padrio.
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4.3.3. Tratamento dos macréfagos J774.G8 com os bioterapicos

A linhagem de macréfagos murinos J774.G8, assim como outras linhagens de
macréfagos, sdo suscetiveis a infeccdo por virus influenza A (LEHMANN, 1996) e, sdo
células responsdveis pela produgdo de citocinas imunoestimulatérias durante a infec¢io viral
(JULKUNEN et al., 2001). Os macréfagos, quando infectados pelo virus influenza, produzem
citocinas, como interferon tipo I (IFN-a/p), Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e interleucinas
do tipo IL-1, IL-6 e IL-18 e quimiocinas como a MCP1 (JULKUNEN et al, 2001;
SPRENGER, 1996).

Para avaliacdo da produgdo de citocinas, a linhagem de macréfagos J774.G8, mantida
em meio RPMI, foi submetida a tratamentos com 10% V/V de bioterdpicos integro e
inativado na poténcia 30DH, 4dgua 30DH e &4gua destilada estéril. Foram conduzidos 6
tratamentos divididos em dois dias. A poténcia 12DH ndo foi utilizada neste experimento,
pois a presenca de qualquer particula viral ou parte dela resultaria na ativagdo dos
macréfagos. Como estudos anteriores verificaram a auséncia de qualquer particula na
poténcia 30DH, esta foi a poténcia de escolha para o presente experimento (SIQUEIRA,
2009).

Os macréfagos foram plaqueados em placa de 96 pocos, na concentracio de 5 x 10*
cels/ml e submetidos aos 6 tratamentos com os bioterdpicos e respectivos controles. Antes de
serem infectados com 25 ul de virus influenza, os sobrenadantes foram aliquotados e
congelados a -20°C até o uso. Em seguida, foi feita a infeccdo pelo virus influenza e, apds 24
horas, os sobrenadantes também foram aliquotados e congelados nas mesmas condic¢des. Para

este estudo, foram realizados 3 experimentos em duplicata.
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4.3.3.1. Avaliacio da producio de citocinas pelos macréfagos J774.G8

A andlise dos sobrenadantes resultantes dos tratamentos dos macréfagos J774.G8
descrito anteriormente, foi feita por Citometria de Fluxo [FACScalibur (Becton Dickenson e
BD) equipado com laser de fon argdnio (488 nm)]. Esta andlise foi feita na Universidade
Federal do Parand em parceria com o Laboratério de Células Inflamatérias e Neopldsicas, sob
a coordenacdo da Prof Dra Dorly de Freitas Buchi e orientacdo da Prof Dra Eneida Janiscki da
Lozzo. As amostras dos sobrenadantes foram enviadas em gelo seco, de avido, para a referida
universidade. As citocinas detectadas neste experimento foram interleucina-10 (IL 10),
interleucina-12 (IL 12), fator de necrose tumoral (TNF-a) e a quimiocina MCP1. O kit
utilizado para essa quantificagdo foi Mouse Inflammation Kit (BD Cytometric Bead Array) e
o procedimento foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram adicionados
50 pl dos beads de captura em tubos de ensaio apropriados e homogeneizados antes de
adicioné-los aos tubos dos experimentos. Estes tubos receberam 50 pl de cada sobrenadante ja
descongelado e, a estes tubos, foram adicionados 50 pl dos anticorpos contra as citocinas 1L
10, IL 12, TNF-a e MCP1 conjugados com ficoeritrina (PE) por 2 horas, a temperatura
ambiente e no escuro. A cada tubo do experimento foram adicionados 1 ml da solucdo de
lavagem (washing buffer) e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 200 x g, por 5
minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi descartado, acrescido de 300 ul de solugcdo de
lavagem a cada tubo e homogeneizado em “vortex”. Finalmente, a florescéncia foi medida em
citometro de fluxo. A concentracio da citocina foi obtida pela compara¢do dos dados obtidos
em cada grupo experimental com aqueles oriundos da curva padrdo da citocina, utilizando um
software especifico (software BD CBA). Essa dosagem foi realizada levando-se em
consideragdo trés experimentos independentes em duplicata. Os resultados foram avaliados e

expressos em pg/mL.
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4.3.4. Dosagem de 6xido nitrico produzidos pelos macréofagos RAW 264-7

A dosagem de 6xido nitrico foi feita com macréfagos RAW 264-7 em cultura uma vez
que a producdo deste indica ativacdo dos mesmos (OLIVEIRA, 2011). Macréfagos (5 x 10°
cels/ml) da linhagem de macr6fagos RAW 264-7 foram previamente plaqueados em placa de
96 pocos, por 24 horas, a 37 °C em estufa de CO,. Em seguida, o sobrenadante foi removido
para retirada das células ndo aderentes e os macréfagos foram tratados pelos respectivos
grupos experimentais: bioterdpicos integro e inativado na poténcia 30DH, dgua 30DH e dgua
destilada estéril, estes dois udltimos, controles do experimento. Pelo motivo explicado
anteriormente, a poténcia 12DH ndo foi utilizada neste experimento. No primeiro dia de
tratamento, os 200 pl do sobrenadante da cultura celular foram substituidos por 100 ul de
meio com a solugdo teste a 10% como primeiro tratamento. No mesmo dia, apds 4 horas, para
o segundo tratamento foram acrescentados 100 ul da solucdo descrita acima. No segundo dia
de tratamento, o0 mesmo procedimento do primeiro dia de tratamento foi repetido. Ao final das
48 horas de incubagdo (equivalente a 4 tratamentos) com as solucdes teste, os macréfagos
foram ativados com LPS (100 ng/mL) e novamente incubados por 24 horas, a 37 °C. Em
seguida, 100uL do sobrenadante de cada pogo foram transferidos para outra placa de 96 pocos
e homogeneizados, em igual volume, com reagente de Griess (1:1 de Solucdo A:
naftiletilenodiamino 0,1 % em 4cido fosférico 5% e Solugdo B: Sulfonamina p-aminobenzeno
1% em 4cido fosférico 5%), a temperatura ambiente. A leitura foi feita imediatamente apds a
homogeneizacdo em leitor de placa em comprimento de onda de 540 nm. A concentracio de
nitrito produzida foi calculada de acordo com a curva padrio de nitrito de sddio
(concentragdes: 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 250 pg/mL) o qual € um produto estavel da

reacdo de producdo de NO, no sobrenadante das culturas (GREEN et al., 1982).
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4.3.4.1. Avaliacao da atividade mitocondrial dos macréfagos RAW 264-7 por MTT

O método MTT mede a atividade mitocondrial de células vidveis, sendo sensivel para
avaliar a viabilidade e a atividade celular como ja descrito anteriormente (MOSMANN,
1983). Alteragdes na atividade mitocondrial celular resultam em mudangas na quantidade de
formazam produzido e, consequentemente, na absorbancia, o que permite quantificar a
atividade mitocondrial dos macréfagos nas diferentes situacdes experimentais (MOSMANN,
1983). Em placa de 96 pocgos, foram colocados 5 x 10° cels / mL da linhagem de macréfagos
RAW 264-7 e os mesmos foram tratados pelos bioterdpicos integro e inativado na poténcia
30DH, 4dgua 30DH e dgua destilada estéril, estes dois dltimos, controles do experimento. Apds
a retirada do sobrenadante para avaliacdo da producdo de 6xido nitrico, as células foram
incubadas com 20 ul de MTT (5,0 mg / ml em PBS), por 3 horas, a 37 °C, na auséncia de luz.
Em seguida, os sobrenadantes, apds centrifugagdo, foram desprezados e substituidos por 200
ul de DMSO para a solubilizac¢do dos cristais de formazan. A absorbéncia foi lida em leitor de
placas do tipo ELISA e os dados foram analisados pelo programa de estatistica ANOVA.
Foram realizados trés experimentos independentes, em quintuplicata, utilizando os

macréfagos tratados por 4 vezes durante 48 horas.

4.4. METODOS UTILIZADOS NO ESTUDO PRE-CLINICO

4.4.1. Experimentos com camundongos Balb-¢
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4.4.2. Animais

Os procedimentos experimentais usados para o estudo pré-clinico desta tese foram
aprovados pelo Comité de ética com uso de animais da Universidade Federal do Rio de
Janeiro sob os nimeros DFBCICB 037 e DFBCICB 040 (ANEXO 1 e 2).

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Paulista, sob orientacdo da Prof
Dra Leoni Bonamin. Para tanto, sessenta e dois camundongos balb-c com 28 dias de idade
foram avaliados durante 42 dias. Os mesmos chegaram ao biotério com 21 dias de vida e
foram separados randomicamente em isoladores (Techinoplast®) onde recebiam dgua
autoclavada e racdo comercial ad libitum, sendo mantidos em quarentena durante 7 dias, com
observagdes didrias do inicio até o final do experimento. As condi¢des ambientais foram
controladas durante todo o periodo experimental, com temperatura variando entre 20 a 24°C,
umidade 50 a 65% e ciclo de luz controlado, de 12 em 12 horas. Os isoladores recebiam 75
ciclos de trocas de ar por hora. O peso dos animais, assim como o consumo de dgua e racio,
foi registrado 3 vezes por semana, durante todo o periodo do experimento. A manipulacdo
desses animais foi feita exclusivamente por técnicos e pessoas autorizadas e, nesta fase,

nenhum evento ambiental extraordinario foi notado.

4.4.3. Experimento I — Patogenesia e Imunologia

O objetivo do Experimento I foi observar alteragcdo comportamental e/ou alteracgdes
em alguns 6rgdos quando animais sauddveis foram tratados com as solugdes teste. Esta
primeira etapa do Experimento I denominada de Patogenesia, transcorreu durante 21 dias.
Além disso, os mesmos animais foram utilizados para o experimento denominado

“imunologia” a partir do 21° dia de experimento, segundo a seguinte metodologia:
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4.4.3.1. Protocolo de Patogenesia

Os animais do set P foram tratados durante 21 dias e os medicamentos avaliados foram
Timulina SCH, bioterdpico inativado 30DH, bioterdpico integro 30DH e dgua 30DH. Vale
lembrar que o medicamento Timulina SCH ja foi estudado anteriormente em camundongos,
sendo demonstrado seu efeito imunomodulador em diferentes situagdes experimentais (SATO
et al.,2012; BONAMIN et al., 2013).

Os grupos foram divididos de acordo com as seguintes solugdes-teste:

Grupo A — Tratados com Timulina SCH;

Grupo B — Tratados com 4dgua 30DH;

Grupo C — Tratados com virus H3N2 inativado 30DH;
Grupo D — Tratados com virus H3N2 integro 30DH;
Grupo Controle — ndo receberam tratamento.

As solucgdes-teste foram administradas na dgua de bebida na concentragdo de 1%
(V/IV) e, para isso, 2,5 ml do medicamento foi colocado em 247,5 ml de 4gua autoclavada em
cada bebedouro e a distribuicdo dos medicamentos nos grupos foi conduzido em cego, sendo
revelado somente apds o término da andlise estatistica.

No 21° dia, os animais foram submetidos a 5 minutos de sessio no Campo Aberto
(Figura 4) e, com este ensaio, foram observados: o nimero de cibalas, pocos de urinas,
frequéncia de locomogdo, de levantamento, limpeza da face (grooming) e o tempo em que o
animal permanecia parado. Este experimento foi realizado sempre pela manhi e, a cada troca
de animal, o campo aberto era limpo com solu¢do hidroalcodlica 20%, para evitar qualquer
alteracdo comportamental em fungdo de estimulos olfativos. Cada animal foi filmado durante
as sessdes com uma camera fotografica (Panasonic Lumix SZ35) e as imagens foram

analisadas posteriormente para a avaliacdo dos parametros. Todos os animais, apds a sessdo
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de Campo Aberto, foram eutanasiados em cadmara de CO, e submetidos a necropsia para a
retirada e pesagem de baco e do conjunto: coracio, pulmdes e linfonodo mediastinico, usando
balanca semi-analitica. Fragmentos representativos destes 6rgdos foram fixados em formol
10% tamponado para processamento histoldgico convencional. Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina (HE) e observados em microscépio optico para andlise histopatoldgica e
de histometria. As laminas de coragdo, pulmao e linfonodo mediastinico foram analisadas de
forma qualitativa. As laminas de baco, coradas com HE, foram analisadas utilizando o
software de andlise de imagens Image Tool 3.0, sendo medidos, em pixels, o didmetro dos
foliculos linféides e dos respectivos centros germinativos e a relacdo entre ambos foi

considerada para a andlise estatistica.

Figura 4: Representacdo do Campo Aberto utilizado nos experimentos com animais.

4.4.3.2. Protocolo de Imunidade

Os animais do grupo I também foram tratados durante 21 dias com os mesmos
medicamentos e, apds esse periodo de tratamento, foram desafiados, por via subcutinea, com
200 pl do antigeno viral hemaglutinina na concentragdo de 7 pug / 200 ul (cepa Wisconsin
H3N2 35 pg / ampola) e acompanhados por mais 21 dias para avaliacdo do comportamento,

pela técnica do Campo Aberto. Todos os animais, apés a sessdo de Campo Aberto, foram
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eutanasiados em cdmara de CO, e necropsiados conforme descrito no Protocolo de

Patogenesia para as mesmas andlises.

4.4.4. Experimento II — Avaliacao imuno-histoquimica do baco e citometria de fluxo do

lavado peritoneal dos camundongos

O objetivo deste experimento II foi observar alteracdes em alguns 6rgaos, bem como a
produgdo de células do sistema imunoldgico dos animais tratados com as solugdes teste e
desafiados com o antigeno hemaglutinina de influenza. Neste experimento, avaliamos os
bioterdpicos com poténcias diferentes 12DH e 30DH, porém todos bioterdpicos preparados a
partir de virus integros uma vez que o experimento I mostrou melhores resultados nos
camundongos tratados com esse tipo de bioterdpico.

Trinta camundongos S.P.F. (livre de patdgenos especificos) com 28 dias de idade
foram avaliados durante 42 dias. Foram estudados em seis grupos contendo 5 animais cada
grupo, a saber: camundongos tratados pelo bioterdpico integro 12DH; camundongos tratados
pelo bioterdpico integro 30DH; camundongos tratados por timulina SCH e camundongos
tratados com dgua dinamizada 30DH. A distribui¢cdo dos medicamentos nos grupos foi feita
em cego, ou seja, o cédigo de cada grupo foi elaborado por uma pessoa que ndo estava
envolvida com o experimento, sendo revelado somente apds o término da andlise estatistica.
Assim sendo, os grupos ficaram da seguinte forma:

Grupo A — Tratados com Timulina 5 CH

Grupo B — Tratados com H3N2 integro 30 DH

Grupo C — Tratados com H3N2 integro 12 DH

Grupo D — Tratados com dgua 30 DH
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O acompanhamento dos animais quanto ao consumo de &dgua e racdo e seus
respectivos pesos foi conduzido de acordo com o protocolo descrito acima para o experimento
L

No 21° dia, os animais receberam o mesmo antigeno de hemaglutinina utilizado no
experimento I e, no 42° dia, os animais de cada grupo foram submetidos a necrdpsia com a
retirada do baco, sendo este fixado em paraformaldeido a 8% para posterior andlise imuno-
histoquimica. Para esta andlise, as amostras de baco emblocadas em parafina foram cortadas
em cortes de 5 micra de espessura e montadas em laminas previamente silanizadas. A
desparafinizacdo foi feita em dois banhos de xilol absoluto e outros dois banhos de &lcool
absoluto, sendo 3 minutos cada, com agitagdo. A recuperacdo antigénica foi feita por calor
timido a 80°C por 20 minutos, em panela elétrica (PANASONIC®), sendo os cortes imersos
em tampao citrato (DAKO). Os cortes foram lavados em PBS, pH = 7,2 (SIGMA) durante 5
minutos com agitacdo, secos e os tecidos foram delimitados com um marcador hidrofébico de
lamina (Pap-pen/ AbCAM). A atividade peroxidase enddgena foi bloqueada com H,O, 5%
em metanol, durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Apds nova lavagem em PBS, para
bloqueio dos sitios inespecificos de adsorcdo de anticorpos, os cortes foram tratados com soro
de cavalo normal 2,5% (VECTOR) durante vinte minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, as amostras foram incubadas com os respectivos anticorpos primdrios anti- CD3,
anti-CD11b e anti-CD45RA (SEROTEC ®) marcadores, respectivamente, de linfécitos T,
fagdcitos em migracdo e linfécitos B. A incubagdo foi feita overnight, a 4 °C, em camera
umida. Todas as dilui¢des foram feitas usando diluente especifico para imuno-histoquimica
(DAKO).

No dia seguinte, os cortes foram novamente lavados em PBS e tratados com polimero
conjugado ao anticorpo secunddrio (VECTOR) anti-IgG de rato, durante 30 minutos, em

temperatura ambiente. Os cortes foram revelados com DAB (DAKO) por alguns segundos,



74

até o aparecimento de cor marrom fraca, contra-corados com hematoxilina de Harris e
montados em lamina e laminula. O controle negativo foi feito simultaneamente, pela adi¢do
de diluente puro em uma lamina extra. As laminas marcadas por imuno-histoquimica foram
avaliadas pela distribui¢do dos fagdcitos, linfécitos B e linfécitos T no tecido linféide pela
delimitacdo da drea de positividade para cada marcador, em relagdo a drea total do corte,
medida em pixels, utilizando o programa Image Tool 3.0.

Adicionalmente, os animais de todos os grupos foram submetidos a lavagem
peritoneal, tendo sido preparado um pool deste material para andlise em citdmetro de fluxo.
Para este procedimento, os animais foram eutanasiados em cdmara de CO, e levados para
capela de fluxo laminar onde tiveram seus peritoneos abertos cuidadosamente. Esta lavagem
foi feita com injecio de 5 ml de meio RPMI e, apés massagem do peritdneo para
desprendimento destas células, os lavados de cada grupo experimental foram colhidos com
seringa e transferidos para o mesmo tubo Falcon. O material foi mantido em gelo durante todo
o procedimento. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm sendo
os precipitados incubados com 1 ml de tampdo hemolitico (GIBCO®) em microtubos por 2
minutos, a temperatura ambiente. Apds nova centrifugagio, por 5 minutos a 2000 rpm, as
células foram ressuspensas em 5 ml de PBS, para contagem de células vidveis em camara de
Neubauer, utilizando-se o método de exclusdao por azul de tripam a 0,1%. Em seguida, foram
incubadas com anticorpo anti-mouse CD16/CD32 (1:100) diluido em PBS-BSA 1%, para
bloqueio de Fc gamma II e III, por 30 minutos, a 4 °C. Apds nova lavagem em PBS e
centrifugacdo, as aliquotas foram distribuidas em trés tubos, sendo um incubado com PBS-
BSA 1% (controle de células negativas, sem marca¢@o), um tubo contendo solucido a 1% de
anticorpos anti-CD23 FITC, anti-CD5 PerCP, anti-CD19 APC e anti-CD11b PE (combo 1) e
outro contendo anticorpos anti-CD4 PE, anti-CD8 AF 405, anti-CD19 PE Cy5.5 e anti-CD25

AF488 (combo 2). Todos os anticorpos foram fornecidos por INVITROGEN®. Os anticorpos
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foram incubados por 30 minutos, a 4 °C. ApGs nova lavagem em PBS, as células foram
ressuspensas em paraformaldeido 1%, para fixacdo e mantidas a 4 °C até a leitura em
ATTUNE Acoustic Focusing Cytometer® (APPLIED BIOSYSTEM). O software Flow Jo 8.7
foi utilizado para a andlise dos dados. Dez mil eventos foram adquiridos pelo sistema para
cada amostra. A compensac¢do do citometro foi feita a partir de aliquotas marcadas com cada
um dos anticorpos, individualmente.

A defini¢do dos “gates” para quantificacio das células foi feita com base no tamanho e
granulosidade das mesmas. Dois “gates” foram definidos em cada amostra: o das populagdes
de linfécitos e de fagdcitos. Com a fluorescéncia obtida com marcadores especificos, foi
possivel diferenciar as seguintes subpopulagdes de linfécitos: linfécitos B2, pela expressdao de
CD19 e CD23; linfécitos B1, pela expressao de CD19 associada a baixa expressdo de CD23;
linfécitos B-1a pela expressdao de CD19+ e CD5+; linfécitos B-1b pela expressdao de CD19+ e
CDS5-. No gate de macréfagos, foram identificadas as subpopulacdes de fagdcitos derivados
de B-1, pela expressdo de CD19+ e CD11b+ e, também, de fagdcitos maduros, pela expressdao
de CD19- e CD11b+. A porcentagem de cada subtipo celular, em cada amostra, foi calculada
pelo programa Flow Jo 8.7 e a transposi¢do de dados foi feita manualmente para o programa

Excel. As andlises estatisticas foram feitas em cego utilizando o teste gqui quadrado.

4.5. METODOLOGIAS UTILIZADAS NO ESTUDO CLINICO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro sob o nimero 194/08 e o relatério final teve sua aprovacdo em
junho de 2010 (ANEXO 3). Este ensaio consistiu em um estudo randomizado, triplo cego e
placebo controlado. Foi conduzido na cidade de Petrépolis (Rio de Janeiro), no periodo de

abril de 2009 a mar¢o de 2010 com o apoio do Instituto Roberto Costa e a parceria da
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Secretaria de Sadde de Petrépolis. O objetivo deste ensaio clinico foi avaliar, de forma
quantitativa, a eficicia de dois bioterdpicos (InfluBio e IRA) em comparagdo ao placebo, para
a prevencdo dos sintomas da gripe. Para tanto, 600 criancas de 1 a 5 anos de idade foram
randomicamente selecionadas pelo Programa de Satde da Familia da referida cidade. Antes
do inicio desta pesquisa, os responsdveis pelas criancas assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE — ANEXO 4) autorizando a participacdo das mesmas.

4.5.1. Critérios de inclusdo e exclusiao

Os critérios de inclusdo criados para a selecdo das criangas foram: criangas do sexo
feminino ou masculino sem doenca aparente, com idade compreendida entre 1 e 5 anos.
Foram excluidas deste ensaio clinico: criangas que moravam em dreas geograficas de dificil
monitoramento; criangas com histérico de asma, infeccdo por virus da imunodefici€ncia
humana (HIV); imunodeficientes; com diabetes tipo I; em tratamentos com corticoides; com
anomalias congénitas, doengas hepaticas e historico de pelo menos um episédio de infecgdo

respiratdria nos primeiros 3 dias do inicio da pesquisa.

4.5.2. Area de estudo

Os nucleos participantes da pesquisa foram: Equipe 1 - Menino Jesus de Praga; Equipe
2 - Lajinha; Equipe 3 - Vila Rica; Equipe 4 - Equipe 24 de maio; Equipe 5 - Equipe Bonfim;
Equipe 6 - Equipe Sédo Jodo Batista; Equipe 7 - Equipe Meio da Serra; Equipe 8 - Equipe
Bataillard; Equipe 9 — Equipe Primeiro de Maio; Equipe 10 - Equipe Carongola; Equipe 11.
Equipe Estrada 1; Equipe 12 - Equipe Caxambu; Equipe 13 - Equipe Sdo Sebastido II; Equipe

14 - Equipe S@o Sebastido I; Equipe 15 - Equipe Machado; Equipe 16 - Equipe Nova
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Cascatinha; Equipe 17 - Equipe Moinho Preto; Equipe 18 - Equipe Boa Vista; Equipe 19 -
Equipe Vila Satide; Equipe 20 - Equipe Boa Esperanca; Equipe 21 - Equipe Carangola 1. As
solugdes teste foram separadas por equipe, sendo que cada equipe recebeu 21 amostras, sendo

7 de cada grupo.

4.5.3. Delineamento da pesquisa

Os participantes foram randomizados através de uma lista gerada por um software Epi
Info ver. 6.04d sendo essas 600 criangas divididas em 3 grupos, contendo 200 criancas cada:
grupo de criancas que recebeu bioterdpico integro 30DH (InfluBio), grupo de criangas que
recebeu o medicamento IRA e grupo de criangas que recebeu solucdo placebo. A escolha pelo
medicamento IRA se baseou em dados qualitativos obtidos na cidade de Petropolis acerca do
uso deste medicamento desde o ano de 2005 para o tratamento de infec¢des respiratdrias
agudas. O medicamento IRA € um bioterdpico, do tipo complexo, obtido a partir da mistura
dos microorganismos Staphylococcus, Streptococcus e Influenzinum, todos na poténcia 30DH
e foi preparado e fornecido pela farmécia do Instituto Roberto Costa. O bioterdpico de
influenza integro utilizado neste estudo foi preparado da mesma forma que o bioterdpico
utilizado nos estudos in vitro e pré-clinico, porém a cepa de influenza A H3N2 utilizada para
este estudo clinico foi A/Victoria/3/75. Para diferenciar o bioterdpico utilizado nos outros
estudos, o utilizado para o presente ensaio clinico foi denominado de InfluBio. Para garantir a
homogeneidade dos grupos de criancas, as trés farmacé€uticas homeopatas envolvidas na
pesquisa separavam os medicamentos para cada crianca de acordo com a lista randomizada.
Durante o estudo, nem as familias, nem os agentes de satide e nem os médicos sabiam qual
amostra estava sendo administrada para cada crianca. Para isto, foram criados cédigos (A, B e

C) para identificar as solucdes (Figura 5) e os mesmos foram mantidos com o coordenador da
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pesquisa até a andlise estatistica final dos dados. Apds a fase de randomizagdo, a equipe do
Programa de Saide da Familia, composta por 300 médicos e 400 agentes de satide, recebeu o
treinamento dado pelo coordenador desta pesquisa, Dr Carlos Lyrio. O contato inicial com as
criangas selecionadas foi para obtencdo dos dados antropométricos antes mesmo de receberem
as respectivas solugdes teste. Cada solucdo teste foi administrada duas vezes ao dia, por 30
dias, no més de abril de 2009, por ser outono, estacdo que antecede o inverno, onde é grande a
incidéncia de gripe em Petrépolis. A dosagem foi de 1 gota/ ano de idade e a amostra era

previamente diluida em uma colher de sopa de dgua filtrada. O protocolo de administrag¢ao foi

0 mesmo para cada crianca e foi previamente estabelecido pelo coordenador do ensaio clinico.

a7

Figura 5: Imagem das amostras rotuladas.

As criancgas foram monitoradas pelos agentes de saidde utilizando-se de um questiondrio
padronizado e os agentes avaliavam a necessidade ou ndo de haver um atendimento médico.
As criangas foram avaliadas quanto aos sintomas desenvolvidos de acordo com classificacao
ICPC, que considera febre, coriza, tosse, dor de cabeca, mialgia e prostragcdo como sintomas
de gripe e infec¢des agudas do trato respiratério. Neste estudo nao houve monitoramento com
exames de laboratorio.

Como relatado anteriormente, as solugdes utilizadas foram bioterdpico integro 30DH,
IRA e placebo. Todas as amostras foram preparadas na farmacia do Instituto Roberto Costa,

em Petropolis, e o veiculo de todas as solugdes, inclusive o placebo, foi a solucdo
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hidroalcodlica 30% (v/v), veiculo este usado para a dispensac¢do da maioria dos medicamentos

homeopaticos.

4.5.4. Parametros avaliados

Desfecho primdrio: Foram comparados os nimeros de episddios de gripe em um ano (2009 —
2010) e a duragdo destes episddios em dias entre o grupo de intervencdo (bioterdpico) e o
controle (IRA). De acordo com os critérios de vigilancia sindromica, para caracterizar um
episddio de gripe ou parecido com gripe, pelo menos dois de seis sintomas caracteristicos
devem estar presentes. Os seis sintomas sao: febre (temperatura superior a 37,8 °C), coriza,
prostracdo, mialgia, dor de cabeca e tosse. Foi verificada a severidade em trés niveis, a saber:
uso de medicamentos para alivio dos sintomas, necessidade de hospitalizacdo e auséncia nas
atividades escolares.

Desfecho intermedidrio: Foram verificados os sintomas de gripe: febre (temperatura superior
a 37,8 °C), coriza, prostracao, mialgia, dor de cabeca e tosse.

Desfecho secundario: Efeitos adversos foram reportados aos agentes de saide pelos pais

através de questiondrios sem checklist.

5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata com excecdo dos
experimentos conduzidos com os animais, onde foi necessdrio fazer um pool das amostras
para as andlises. Os resultados foram analisados pelo método ANOVA (andlise de varidncia),

seguidos por testes estatisticos como Tukey e Dunnet. Para o Experimento II do estudo pré-
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clinico, foi utilizado o teste qui quadrado. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Preparacao e titulacao da amostra viral

O titulo viral de ambas as cepas, apds purificacdo, obtido por técnica de
hemaglutina¢do foi de 10.240 UHA/ 25 ul. A producio dos bioterdpicos, tanto integro quanto

inativado, assim como a execugdo de todos os experimentos, partiram destas amostras virais.

6.2. Avaliacao da integridade da particula viral por microscopia eletronica de

transmissao

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) indicaram que,
apds a primeira diluicdo em &dgua destilada estéril, seguida por 100 sucussdes mecanicas
(1DH), as particulas de virus influenza se mantiveram integras (Figura 6A). Resultado
diferente foi obtido apds a primeira dinamizagdo feita em solug¢do hidroalcodlica 70%, a qual
induziu lise completa das particulas virais, situagdo que garantiu a preparagdo do
medicamento inativado (Figura 6B). As imagens obtidas por MET indicaram que nenhuma
particula se manteve integra quando a solug@o hidroalcodlica 70% foi utilizada como veiculo

(dados nao mostrados).
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Figura 6A-B: Microfotografia eletronica da solucdo de Bioterdpico integro na poténcia de 1DH (A) e da
solucdo de Bioterdpico inativado na poténcia de 1DH (B). Aspecto ultraestrutural de uma particula viral
dinamizada em dgua (A) e auséncia de particula integra (B). Barra de escala: 200 nm.

6.3. RESULTADOS DOS ESTUDOS IN VITRO

6.3.1. Avaliacao da atividade mitocondrial das células MDCK por MTT

Pelo ensaio de MTT foi verificada a atividade mitocondrial das células MDCK que
receberam 6 (Figura 7) e 18 tratamentos (Figura 8), nas diferentes situagdes experimentais.
Esta andlise evidenciou que as células MDCK que receberam 6 tratamentos nao tiveram suas
taxas de respiracdo celular alteradas enquanto que as que receberam 18 tratamentos
diferenciaram entre si, com diferenca estatistica (p < 0,05), entre as células que receberam o

bioterdpico integro na 30DH e as que receberam bioterdpico inativado na mesma poténcia.
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Figura 7: Avalia¢do da atividade mitocondrial de células MDCK por MTT. As células receberam 6 tratamentos
com medicamentos na poténcia 30DH e 12DH e tiveram suas absorbancias (A = 490 nm) comparadas com 0s
grupos controles. H3N2 A 12: células MDCK tratadas com o bioterdpico integro na poténcia 12DH; H3N2 I 12:
células MDCK tratadas com o bioterdpico inativado na poténcia 12DH; H3N2 A 30: células MDCK tratadas
com o bioterdpico integro na poténcia 30DH; H3N2 I 30: células MDCK tratadas com o bioterdpico inativado na
poténcia 30DH; H20 30: Células MDCK tratadas com dgua dinamizada 30 DH; H2O: células MDCK tratadas
com dgua destilada estéril; CC: Controle de células. Foram feitos 3 experimentos independentes em
quintuplicata. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na atividade mitocondrial quando as vdrias
situacdes experimentais foram comparadas entre si (p > 0,05).
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Figura 8: Avalia¢do da atividade mitocondrial de células MDCK por MTT. As células receberam 18 tratamentos
com medicamentos na poténcia 30DH e 12DH e tiveram suas absorbancias (A = 490 nm) comparadas com 0s
grupos controles. H3N2 A 12: células MDCK tratadas com o bioterdpico integro na poténcia 12DH; H3N2 I 12:
células MDCK tratadas com o bioterdpico inativado na poténcia 12DH; H3N2 A 30: células MDCK tratadas
com o bioterdpico integro na poténcia 30DH; H3N2 I 30: células MDCK tratadas com o bioterdpico inativado na
poténcia 30DH; H20 30: Células MDCK tratadas com dgua dinamizada 30 DH; H2O: células MDCK tratadas
com dgua destilada estéril; CC: Controle de células. Foram feitos 3 experimentos independentes em
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quintuplicata. Houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na atividade mitocondrial entre as células
que receberam o bioterdpico integro na poténcia 30DH quando comparadas as que receberam o bioterdpico
inativado na mesma poténcia.

6.3.2. Avaliacao da atividade da enzima Fosfofrutocinase-1 (PFK-1) nas células MDCK

Pela Figura 9, pode-se observar a média da atividade da enzima PFK-1 nas diferentes
situacOes experimentais e nos diferentes tratamentos. Como pode ser observado, nenhuma
diferenca estatistica foi verificada na atividade enzimdtica apds 6 tratamentos. Porém, houve
um aumento na atividade da PFK nas células que receberam 18 tratamentos com as solugdes
ultradiluidas quando comparadas as células controle (p < 0,05). Vale ressaltar que ndo houve
diferenca estatistica entre as células que receberam bioterdpico inativado 12DH (I 12 18t)
quando comparado ao controle de células (CC 18t). Foram realizados 3 experimentos

independentes, em duplicata.
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Figura 9: Atividade da enzima PFK-1 das células MDCK submetidas a 6 tratamentos (barras cinzas) e 18
tratamentos (barras brancas) nas diferentes situagdes experimentais. CC 6t: Células MDCK mantidas em meio de
cultura durante os 6 tratamentos. A 12 6t: células MDCK que receberam 6 tratamentos com bioterdpico integro
12 DH; I 12 6t: células MDCK que receberam 6 tratamentos com bioterdpico inativado 12 DH; A 30 6t: células
MDCK que receberam 6 tratamentos com bioterdpico integro 30 DH; I 30 6t: células MDCK que receberam 6
tratamentos com bioterdpico inativado 30 DH; H20 30 6t: células MDCK que receberam 6 tratamentos com
agua 30 DH; CC 18t: Células MDCK mantidas em meio de cultura durante os 18 tratamentos. A 12 18t: células



85

MDCK que receberam 18 tratamentos com bioterdpico integro 12 DH; I 12 18t: células MDCK que receberam
18 tratamentos com bioterdpico inativado 12 DH; A 30 18t: células MDCK que receberam 18 tratamentos com
bioterdpico integro 30 DH; 130 18t: células MDCK que receberam 18 tratamentos com bioterdpico inativado 30
DH; H20 30 18t: células MDCK que receberam 18 tratamentos com dgua 30 DH. Houve diferenca estatistica
entre os grupos que receberam 18 tratamentos quando comparados ao controle de células (*p < 0,05)

6.3.3. Estudo da Funcao Respiratéria: Oxigrafia de Alta Resolucao

O efeito do tratamento das células MDCK com bioterdpico integro 12 DH e 30 DH,
dgua 30 DH e dgua destilada estéril no consumo de oxigénio mitocondrial foi avaliado através
de oxigrafia de alta resolug¢do (Figuras 10 e 11 / Tabelas 1 e 2). A principio, foi avaliada a
respira¢do de rotina (Rg,), em seguida foi adicionado oligomicina 2 pg/ml, um inibidor da
ATP sintase, para avaliar a respiracdo dependente da sintese de ATP (Rarp) € a
permeabilidade da membrana interna mitocondrial a passagem de prétons (Proton leak/Ry). A
respira¢do acoplada a sintese de ATP foi calculada pela diferenca entre a respiragdo basal e
aquela dependente de oligomicina, enquanto que a respiragao residual foi considerada como o
Proton leak. A capacidade respiratéria maxima (Electron Transporter System/ ETS) foi
determinada pela titulacdo com concentra¢des do ion6foro FCCP que variaram de 0,2 - 1 uM
o qual é capaz de tornar a membrana interna mitocondrial permedvel a passagem de prétons,
agindo como um desacoplador da fosforilagdo oxidativa. Nas Figuras 10 e 11 verificamos que
a capacidade respiratéria maxima foi alcan¢ada com um consumo de oxigénio em cerca de
104 pmol O,.milhdo de células™.seg”’ e 120 pmol O,.milhdo de células™.seg” para as células
que receberam 6 e 18 tratamentos, respectivamente. Por fim, a respiragdo mitocondrial foi
totalmente inibida pela adicio de KCN 1 mM, um inibidor da citocromo C oxidase (COX) e
consequentemente do Complexo IV mitocondrial. O consumo residual de oxigénio resultante
representa o consumo ndo mitocondrial de oxigénio (ROX).

Nas condi¢des de 6 (Tabela 1) e 18 (Tabela 2) tratamentos ndo foram observadas
alteracdes na respiracdo de rotina (Rgr,) nem tampouco no proton leak (Rr), nas diferentes

situacdes experimentais. No entanto, nos dois tempos de tratamento foi observado um
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aumento da capacidade respiratéria maxima (ETS), de até 40% aproximadamente, nas células
tratadas com os bioterdpicos e este aumento foi proporcional a poténcia e ao nimero de
tratamentos nos quais as células foram submetidas. Ndo foram verificadas diferengas no

consumo de oxigénio ndo mitocondrial (ROX) (Tabelas 1 e 2).
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Figura 10: Avaliacio do consumo de oxigénio em células MDCK submetidas a seis tratamentos com
bioterdpicos integros 12DH, 30DH, dgua 30DH e 4gua destilada estéril. Foram utilizados aproximadamente

4x10° células/ ml, oligomicina 2ug/ml, FCCP 0,2 uM e KCN 1 mM. Foram realizados seis experimentos
independentes em duplicada e consideradas significativamente diferentes as amostras com *p < 0,05.

Tabela 1: Efeito dos seis tratamentos nos pardmetros respiratorios das células MDCK. H20:
células MDCK que receberam 6 tratamentos com agua; H2O 30DH: células MDCK que
receberam 6 tratamentos com dgua 30DH; H3N2 A 12DH: células MDCK que receberam 6
tratamentos com o bioterdpico integro 12DH; H3N2 A 30DH: células MDCK que receberam
6 tratamentos com bioterdpico integro 30DH.

Consumo de O,
PARAMETROS pmol O°. milhdo de células™. seg™

H20 H20 30DH H3N2 A 12DH | H3N2 A 30DH

Rro 22,79+1,84 26,98 £ 3,84 28,78 £ 4,65 30,82 +£1,22

R, 10,24 £ 2,25 12,65+ 1,69 16,48 £ 2,59 14,33+ 0,48
ETS 70,88 £ 6,12 81,98 + 11,67 99,58 + 16,42 | 107,04 £ 15,87

ROX 1,88+0,41 1,51 +£0,08 2,83+1,28 1,21+£0,72

Ratp 12,57 + 3,47 14,32+ 1,23 12,29 + 2,55 16,49 £ 1,46

Pardmetros: Respiracdo Basal (Rro), Proton-leak (Ry), Sistema Transportador de elétrons (ETS), Consumo
Residual de Oxigénio (ROX) e Respiragdo acoplada a sintese de ATP (Ratp). Os valores representam a média +
erro padrdo de seis experimentos independentes.



87

18 Tratamentos

100 - mH20
80 - ® H20 30DH
H3N2 A 12DH
= H3N2 A 30DH

Consumo de Oxigénio
{pmol 02 milhdo de células’!. segl)

BASAL oLGa FCCF KCN

Figura 11: Avaliagdo do consumo de oxigénio em células MDCK submetidas a dezoito tratamentos com
bioterdpicos integros 12DH, 30DH, dgua 30DH e 4gua destilada estéril. Foram utilizados aproximadamente
4x10° células/ ml, oligomicina 2ug/ml, FCCP 0,2 uM e KCN 1 mM. Foram realizados seis experimentos
independentes em duplicada e consideradas significativamente diferentes as amostras com *p < 0,05.

Tabela 2: Efeito dos 18 tratamentos nos parametros respiratérios das células MDCK. H20:
células MDCK que receberam 18 tratamentos com dgua; H20 30DH: células MDCK que
receberam 18 tratamentos com dgua 30DH; H3N2 A 12DH: células MDCK que receberam 18
tratamentos com o bioterdpico integro 12DH; H3N2 A 30DH: células MDCK que receberam
18 tratamentos com bioterdpico integro 30DH.

Consumo de O,
PARAMETROS pmol 02. milhdo de células™. seg™

H20 H20 30DH H3N2 A 12DH | H3N2 A 30DH

Rro 22,11 +£1,13 20,85+ 1,95 19,82 +2,14 27,81 £3,22

R, 9,93 +2,77 9,95+4,15 9,89 +£2,63 13,82 £ 2,55
ETS 90,12 £ 4,64 94,28 £ 0,72 112,57 £5,56 | 122,62 + 15,40

ROX 4,02 £0,57 9,75 + 3,56 3,74+£1,14 7,05+ 2,37

Rarp 9,56 £3,73 7,29 + 2,88 9,92+1,74 13,99 + 3,13

Pardmetros: Respiracdo Basal (Rro), Proton-leak (Ry), Sistema Transportador de elétrons (ETS), Consumo
Residual de Oxigénio (ROX) e Respiragdo acoplada a sintese de ATP (Ratp). Os valores representam a média +
erro padrdo de seis experimentos independentes

6.3.4. Avaliacao da atividade de Citrato Sintase e Hidrolise de ATP

A enzima citrato sintase se localiza na matriz mitocondrial e catalisa a condensacdo do

oxaloacetato e do grupo acetil da acetil coenzima-A (acetil CoA), na primeira fase do ciclo de

Krebs. Nesta fase, o oxaloacetato reage com acetil CoA e 4dgua, produzindo uma molécula de
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citrato e duas de CoA. Esta enzima ¢ inibida por quantidades elevadas de ATP, acetil CoA e
NADH quando o suprimento de energia celular € alto. Além disto, a citrato sintase € utilizada
como marcador enzimético quantitativo da presenca de mitocondrias intactas (KUZNETSOV,
2010). Sendo assim, para verificar se o efeito do tratamento com bioterdpicos no consumo de
oxigénio se d4 por um aumento da biogénese mitocondrial, foi avaliada a atividade desta
enzima. O efeito do tratamento com os bioterdpicos no metabolismo mitocondrial em células
MDCK foi determinado através da hidrdlise de ATP pela ATP sintase (Figura 12) e da
atividade de citrato sintase (Figura 13). Na condi¢do de 18 tratamentos com os bioterdpicos
integros nas poténcias 12 DH e 30 DH, foi verificado um aumento da atividade de citrato
sintase, comparado aos grupos controle (p < 0,05, ANOVA/ Dunnet). A atividade da citrato
sintase € classicamente correlacionada ao nimero de mitocondrias e, desta forma, o aumento
na atividade de citrato sintase nas células que receberam 18 tratamentos pode indicar um
aumento na biossintese mitocondrial. Para corroborar com este resultado foi avaliado também
a atividade de hidrélise de ATP pela ATP sintase. Em ambas as condi¢es experimentais (6 e
18 tratamentos) foi verificado um aumento na atividade de hidrélise de ATP (Figuras 12 e
13) nas células tratadas com bioterdpico 30DH em comparagdo ao grupo controle (H20) (p <

0,05 ANOVA/ Dunnet).
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Figura 12: Avaliacdo da hidrélise de ATP em células MDCK submetidas a seis e dezoito tratamentos com
bioterdpicos integros 12DH (H3N2 A 12DH), 30DH (h3N2 A 30DH), dgua 30DH e dgua destilada estéril (H20).
Foram realizados trés experimentos independentes em duplicada e consideradas significativamente diferentes as
amostras tratadas com bioterdpico integro 30DH quando comparadas ao controle de células (H20) (*p < 0,05).
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Figura 13: Avaliagdo da atividade da enzima citrato sintase em células MDCK submetidas a seis e dezoito
tratamentos com bioterdpicos integros 12DH (H3N2 A 12DH), 30DH (H3N2 A 30DH), dgua 30DH e 4gua
destilada estéril (H20). Foram realizados trés experimentos independentes em duplicada e consideradas
significativamente diferentes as amostras que receberam 18 tratamentos com os bioterdpicos integro 12DH e
30DH, quando comparadas ao controle de células (H20) (*p < 0,05).
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6.3.5. Quantificacao da atividade de lactato desidrogenase

Para avaliar o efeito do tratamento com bioterdpicos integros na producao de lactato,
as células MDCK foram incubadas com o medicamento por até 72 horas. Na condi¢do de seis
tratamentos ndo foi verificada diferenca no fluxo de liberacdo de lactato; no entanto, na
condicdo de 18 tratamentos, houve uma tendéncia a aumentar a liberacdo de lactato nas
células tratadas com o bioterdpico integro 30DH em comparacgdo as células controle, enquanto
que as células tratadas com o mesmo bioterdpico na poténcia 12DH apresentou um aumento
significativo (p < 0,05 ANOVA/ Tukey) quando comparado ao mesmo controle de células

(Figuras 14 e 15).
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Figura 14: Avaliagdo da atividade da enzima lactato desidrogenase em células MDCK submetidas a seis
tratamentos com bioterdpicos integros 12DH (H3N2 A 12DH), 30DH (H3N2 A 30DH) e agua 30DH

comparados ao controle de células que recebeu dgua destilada estéril (H20). Foram realizados trés experimentos
independentes em duplicada.
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Figura 15: Avaliacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase em células MDCK submetidas a
dezoito tratamentos com bioterdpicos integros 12DH (H3N2 A 12DH), 30DH (H3N2 A 30DH) e dgua
30DH comparados ao controle de células que recebeu dgua destilada estéril (H20). Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicada. Houve diferenca estatistica entre as células (p < 0,05
ANOVA/ Tukey), que receberam bioterdpico integro 12DH em comparac@o ao controle de células e as

células que receberam bioterdpico integro 30DH mostraram uma tendéncia a aumentar a atividade da
referida enzima.



91

6.3.6 Avaliacio da producio de citocinas pelos macrofagos J774.G8

Para os experimentos de quantificacdo de citocinas, os macréfagos foram
tratados a 10% v/v em relacdo ao meio com os bioterdpicos integro, inativado e
respectivos controles por 6 vezes, durante 48 horas. Vale lembrar que foi avaliada
apenas a poténcia 30DH, ou seja, diluicdo que ultrapassa o nimero de Avogadro, cuja
constante equivale a 6,02 x 10 */mol, uma vez que a diluicio 12DH estd
significativamente abaixo desta constante, a mesma poderia permitir a existéncia de
material viral o qual pode ser um contaminante a induzir resultados falso-positivos em
relacdo a liberag@o de citocinas. Os sobrenadantes da cultura de células de macréfagos
foram avaliados antes (pré) e apds (pds) 24 horas da inoculagdo de 25 ul do virus
influenza. Nas Figuras de 16 a 18, pode-se observar a produg¢@o das citocinas avaliadas.
Dentre as citocinas pesquisadas, IFN, IL-10 e IL-6 ndo foram detectadas em nenhum
dos sobrenadantes. Na Figura 16 podemos observar que antes da inoculagdo do virus
influenza, hd pequena liberacdo de TNF-a e, apds a infeccdo, esta liberacdo &
aumentada de forma significativa (p < 0,05) nos macréfagos tratados pelo bioterdpico
manipulado com virus influenza integro na poténcia 30DH (H3N2 A 30DH). As demais
preparacdes, com excegdo da dgua 30DH apresentaram uma tendéncia a aumentar apds
a infeccdo; portanto, este aumento ndo apresentou diferenca estatistica significativa

quando avaliada a produgdo antes e apds infec¢do em cada situag@o experimental.
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Figura 16: Produ¢do de TNF-o pelos macréfagos J774G8 nas diferentes situagdes experimentais antes
(barras cinzas) e ap6s (barras brancas) infecc@o pelo virus influenza. H3N2 A 30 PRE: sobrenadante das
células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza integro 30DH antes da infeccdo
pelo virus influenza; H3N2 A 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a
partir do virus influenza integro 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 PRE:
sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH
antes da infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico
manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; H20 30
PRE: sobrenadante das células tratadas por d4gua 30DH antes da infec¢do pelo virus influenza; H20 30
POS: sobrenadante das células tratadas por dgua 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; CC pre:
sobrenadante das células sem tratamento antes da infec¢do pelo virus influenza; CC pos: sobrenadante das
células sem tratamento apés a infecc@o pelo virus influenza. Houve diferenca estatistica (*p < 0,05) entre
a quantidade de TNF-o produzida pelas células tratadas pelo bioterdpico integro quando comparados
antes e ap0s a infeccdo pelo virus influenza.

Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05) na producdo da citocina IL 12 e da quimiocina
MCP-1. Segundo Sareneva (1998), os macréfagos nao produzem IL-12 em resposta a
infeccdo pelo virus influenza A o que corrobora com nossos resultados (Figura 17) onde
ndo houve diferenca estatistica entre a producdo de IL-12 antes e apds infeccdo pelo

virus influenza A (Figura 17).
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Figura 17: Producdo de IL-12 pelos macréfagos J774G8 nas diferentes situagdes experimentais antes
(barras cinzas) e ap6s (barras brancas) infecg@o pelo virus influenza. H3N2 A 30 PRE: sobrenadante das
células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza integro 30DH antes da infec¢do
pelo virus influenza; H3N2 A 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a
partir do virus influenza integro 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 PRE:
sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH
antes da infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico
manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; H20 30
PRE: sobrenadante das células tratadas por d4gua 30DH antes da infec¢do pelo virus influenza; H20 30
POS: sobrenadante das células tratadas por dgua 30DH apés a infeccdo pelo virus influenza; CC pre:
sobrenadante das células sem tratamento antes da infec¢do pelo virus influenza; CC pos: sobrenadante das
células sem tratamento apds a infecgdo pelo virus influenza. Nao houve diferencga estatistica (p > 0,05)
entre a quantidade de IL-12 antes e apds a infecc@o por influenza em todas as situagdes experimentais.

Na Figura 18, pode-se verificar a produ¢do de MCP-1 que, apds a infeccdo viral
tem uma tendéncia a diminuir em todas as situacdes experimentais onde houve
tratamento com as solucdes ultradiluidas, diferente da situacdo observada no controle de
células, que ndo recebeu qualquer tratamento, onde se observa uma tendéncia a
aumentar a liberagdo desta quimiocina. Esta substincia é secretada por macréfagos

infectados por virus influenza e tem a funcdo de recrutar as células mononucleares do

sangue para o local da infeccdo (JULKUNEN, 2001; SPRENGER, 1996).
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Figura 18: Produg¢do de MCP-1 pelos macréfagos J774G8 nas diferentes situacdes experimentais antes
(barras cinzas) e ap6s (barras brancas) infec¢@o pelo virus influenza. H3N2 A 30 PRE: sobrenadante das
células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza integro 30DH antes da infec¢do
pelo virus influenza; H3N2 A 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a
partir do virus influenza integro 30DH apds a infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 PRE:
sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH
antes da infec¢do pelo virus influenza; H3N2 I 30 POS: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico
manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH apés a infec¢do pelo virus influenza; H20 30
PRE: sobrenadante das células tratadas por d4gua 30DH antes da infec¢do pelo virus influenza; H20 30
POS: sobrenadante das células tratadas por dgua 30DH apés a infeccdo pelo virus influenza; CC pre:
sobrenadante das células sem tratamento antes da infec¢do pelo virus influenza; CC pos: sobrenadante das
células sem tratamento apds a infecgdo pelo virus influenza. Nao houve diferenca estatistica (p > 0,05)
entre a quantidade de MCP-1 antes e ap6s a infecgdo por influenza em todas as situacdes experimentais,
porém, diferente do ocorrido no controle de células, o sobrenadante de todas as situagcdes experimentais
teve uma diminuicdo na produgdo da substancia apds a infec¢@o por influenza.

6.3.7 Dosagem de 6xido nitrico produzido pelos macrofagos RAW 264-7

O oxido nitrico (NO) € produzido por diversos tipos celulares do sistema
imunoldgico. Nos macréfagos ativados é produzido pela isoforma da enzima 6xido
nitrico sintase que pode ser ativada por alguns fatores como LPS, TNF-a e IFN-a. Este
experimento foi realizado com a utilizagdo do LPS como ativador dos macréfagos
RAW264-7 apds 4 tratamentos com os diferentes bioterdpicos e controles. A avaliagdo

da concentracdo de nitrito no sobrenadante dos macréfagos foi processada apds 24h da
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inoculacdo do LPS e a leitura foi feita apds reagdo com o Reagente de Griess. Como
pode ser observado na Figura 19, os sobrenadantes dos macréfagos tratados pelos
bioterdpicos ndo apresentaram diferenca na liberacdo de Oxido nitrico quando
comparados ao controle (CC). De maneira interessante, podemos observar que o
tratamento com a 4gua dinamizada (H20 30DH) levou a uma diminuicdo, com
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), na producdo de 6xido nitrico quando
comparado aos sobrenadantes das células controle (CC) e daquelas estimuladas com

dgua nao dinamizada (H20).
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Figura 19: Produgdo de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos RAW-264-7 nas diferentes situagdes
experimentais. H3N2 A 30: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado a partir do
virus influenza integro 30DH; H3N2 I 30: sobrenadante das células tratadas pelo bioterdpico manipulado
a partir do virus influenza inativado 30DH; H20 30: sobrenadante das células tratadas por d4gua 30DH;
H20: sobrenadante das células tratadas por dgua destilada estéril; CC: sobrenadante das células sem
tratamento. Houve diferenca estatistica (*p < 0,05) entre a quantidade de NO liberada pelos macréfagos
tratados por dgua 30DH quando comparados ao controle de células e as células tratadas com dgua
destilada estéril.
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6.3.8. Avaliacao da atividade mitocondrial dos macréofagos RAW 264-7 por MTT

Pelo ensaio com MTT foi avaliada a atividade mitocondrial dos macréfagos
RAW-264-7 ap6s 4 tratamentos com as solugdes ultradiluidas. A atividade mitocondrial
dos macréfagos ndo foi alterada na presenca das solucdes ultradiluidas, como pode ser

observado na Figura 20.
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Figura 20: Avaliacdo da atividade mitocondria de macréfagos. H3N2 A 30: células apds 4 tratamentos
com bioterdpico manipulado a partir do virus influenza integro 30DH; H3N2 I 30: células apés 4
tratamentos com bioterdpico manipulado a partir do virus influenza inativado 30DH; H20 30: células
tratadas por dgua 30DH; H20: células tratadas por dgua destilada estéril; CC: células sem tratamento.
Nido houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre a atividade mitocondrial nas diferentes situagdes
experimentais.

6.4. RESULTADOS DO ESTUDO PRE-CLINICO

6.4.1. Experimento I
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6.4.1.1. Experimento I - Patogenesia

Os animais do grupo CP, desde o inicio dos experimentos, se mostraram
debilitados. Por este motivo, os dados deste grupo ndo foram comparados aos dos
outros.

Todos os animais foram pesados semanalmente por duas vezes e os dados da
variacdo do peso (delta peso: peso do 21° dia menos o peso detectado no 1° dia de
experimento) se encontram na Tabela 3. Como pode ser observado, os animais tratados
por timulina (AP) e o controle foram os que ganharam mais peso. O grupo do
bioterdpico integro 30DH (DP) foi o que menos ganhou peso o que pode ser atribuido a

patogenesia da gripe.

Tabela 3: Variag¢@o do peso, em gramas, de todos os animais dos grupos AP, BP, CP, DP, CtP. Os animais
do grupo CP estavam debilitados desde o inicio dos experimentos.

GRUPOS
Animal AP BP CP DP CtP
1 9,96 6,26 -4,08 6,49
2 6,87 -4,52 428 -1,34 4,79
3 7,22 3,89 3,19 8,17
4 8,37 -4,63 0,37 6,8
5 5,2 9,44 0,98 0,49
6 6,04 9,19 -1,33 -3,31 10,94
7 9,54 3,89 -0,16 5,33
Média 7,60 3,36 0,01 2,52 7,96
(xDP) (=1,77) (+5,85) (£2,75) | (£3,98) (£3,08)

Os 6rgios retirados foram pesados e, posteriormente, foi realizado o peso médio
do 1° conjunto (coragdo, pulmao e linfonodo mediastinico) e do bago. Foi calculado o
peso relativo dos mesmos onde foi considerado o peso do 6rgao dividido pelo peso do
respectivo animal. Nao foi possivel fazer a pesagem dos 6rgaos dos animais de nimero

1 de nenhum grupo. A Tabela 4 mostra os dados referentes ao peso relativo do 1°
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conjunto e, a Tabela 5, do baco e, como pode ser observado, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa em relacao ao peso dos 6rgios dos animais dos diferentes

grupos.

Tabela 4: Peso relativo do 1° conjunto e média dos valores, em gramas.

GRUPOS
Animal AP BP CP DP CtP

1

2 10,018272] 0,01827 |0,012937|0,016283

3 10,012903|0,014545 + 0,017562 | 0,019886

4 10,016036|0,032475 + 0,012258]0,015857

5 0,01776 10,018976|0,038332 +

6 0,01605 |0,018781|0,016885 |0,021467

7 10,015448| 0,01902 | 0,01872 |0,011321]0,010692
Média |0,016078 |0,020345|0,021718 |0,015778|0,015478
(DP) (£0,0019) | (£0,0061) | (£0,0113) | (£0,0041) | (£ 0,0046)

+ animais que foram a 6bito durante o experimento. AP: camundongos que receberam Timulina SCH,
BP: camundongos que receberam dgua 30DH; CP: camundongos que receberam bioterdpico inativado
30DH, DP: camundongos que receberam bioterdpico integro 30DH; CtP: camundongos que receberam

agua (controle).

Tabela 5: Peso relativo do bago e média dos valores, em gramas.

GRUPOS
Animal AP BP CP DP CtP
1
2 0,004568 | 0,010747 | 0,010062 | 0,007299
3 0,004731|0,004727 + 0,005165 | 0,00625
4 0,003933 | 0,007966 + 0,004516 | 0,006277
5 0,004349 | 0,003916 | 0,006052 +
6 0,004913 | 0,005601 {0,011438|0,00477
7 0,005493 | 0,00677 [0,008237|0,005146|0,005031
Média 0,004665 |0,006621 |0,008947 |0,005379 |0,005853
DP (£0,0005) | (£0,0024) |(£0,0023) | (£0,0011) | (£0,0007)

+ animais que foram a 6bito durante o experimento. AP: camundongos que receberam Timulina SCH,
BP: camundongos que receberam dgua 30DH; CP: camundongos que receberam bioterdpico inativado
30DH, DP: camundongos que receberam bioterdpico integro 30DH; CtP: camundongos que receberam

agua (controle).
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6.4.1.2. Experimento I - Imunologia

Os animais da fase “I (imunologia) foram avaliados antes e apds a inoculagdo
do antigeno hemaglutinina de virus influenza H3N2. Esta inoculagdo se deu 21 dias
apods o inicio do tratamento dos animais e, apds a inoculacdo, os animais receberam
mais 21 dias de tratamento, tempo médio necessdrio para a avaliagdo da resposta
imunoldgica nos animais, perfazendo um total de 42 dias. Apds este periodo, foram
avaliados pelo Campo Aberto segundo metodologia ja descrita. No dia seguinte, todos
os animais foram necropsiados e tiveram seus Orgdos coletados conforme descrito
anteriormente.

Para facilitar a compreensdo, os grupos foram classificados como Al pré; Al
p6s; BI pré; BI pds e assim sucessivamente, sendo determinado pelo termo “pré” a
avaliagcdo antes da inoculacdo do antigeno e, “p6s”, apds a inoculacdo do antigeno de
hemaglutinina.

Na Figura 21, pode-se observar que todos os animais apresentaram perda de
peso apds a inoculacdo, de maneira estatisticamente significativa (p < 0,01, ANOVA),
quando comparado ao peso dos animais antes da inoculacdo. Porém, os animais do
grupo D (animais que receberam bioterdpico 30DH a partir de virus integro) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa uma vez que, mesmo antes da
inoculagdo, nao tiveram ganho de peso significativo, como o apresentado pelos animais

dos outros grupos.
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Figura 21: Delta peso, em gramas, dos camundongos nos diferentes grupos da fase “I”, antes (pré — barras
cinzas) e apds (pds - barras brancas) inoculagido dos animais com hemaglutinina do virus influenza. Todos
os animais perderam peso apds a inoculagdo do antigeno (*p < 0,01 ANOVA), diferente dos animais do
grupo D, tratados pelo bioterdpico integro 30DH, que ndo tiveram alteracdo de peso significativa
(ANOVA, p > 0,05).

Conforme a Figura 22, pode-se observar que os animais de todos os grupos
tiveram um consumo de 4gua uniforme tanto antes quanto apds a inoculacdo do
antigeno, evidenciando que os animais consumiram quantidades semelhantes das
solugdes teste e evidencia que a inoculagdo do antigeno ndo alterou a sede dos animais.
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Figura 22: Consumo relativo de dgua, em gramas, nos diferentes grupos da fase “I”. Este consumo foi
medido antes (pré — barras cinzas) e apds (pos — barras brancas) a inoculagdo dos animais com
hemaglutinina do virus influenza. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05, ANOVA)
entre oS grupos.
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Na Figura 23 pode-se observar que o consumo relativo de ragdo aumentou em
todos os grupos apds a inoculacdo do antigeno, porém ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05, ANOVA). Este fato é
interessante, pois, mesmo consumindo mais racdo, os grupos apresentaram perda de

peso, conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 23: Consumo relativo de ragdo, em gramas, nos diferentes grupos da fase “I’. Este consumo foi
medido antes (pré — barra cinza) e apds (pds — barra branca) inoculagdo dos animais com hemaglutinina
do virus influenza. Todos os grupos, apés a inoculagdo do antigeno, aumentaram o consumo de ragéo.
Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05 ANOVA).

Em relacdo ao tamanho do bago, pode-se observar que o baco dos animais DI
(p6s-inoculagdo do antigeno) teve o maior peso relativo quando comparado aos outros
grupos (Figura 24), sendo esta diferenca estatisticamente significativa quando

comparada aos grupos Al e CI (p < 0,05; ANOVA).
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Figura 24: Peso relativo do bago, em gramas, nos diferentes grupos da fase “I”” apds (pds) a inoculagdo de
hemaglutinina do virus influenza. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Al pds e
CI p6s quando comparados ao grupo DI pés (*p < 0,05; ANOVA).

Em relacio ao peso do primeiro conjunto (corag¢do, pulmdo e linfonodo
mediastinico), foi verificado que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (p >
0,05; ANOVA) (Figura 25). Vale observar que o peso do primeiro conjunto foi
ligeiramente superior nos animais do grupo Al tratados com timulina SCH. A avaliagdo
histolégica permitiu diagnosticar broncopneumonia em dois animais o que pode ter

levado ao aumento do peso do primeiro conjunto (Figura 26).
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Figura 25: Peso relativo do primeiro conjunto (pulmao, coragio e linfonodo mediastinico), em gramas,
nos diferentes grupos da fase “I"” apds (pds) a inoculagdo de hemaglutinina do virus influenza. Nao houve
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diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, porém o grupo Al apresentou discreto aumento
no peso relativo destes 6rgaos.

Figura 26: Fotomicrografia (HE) do pulmao do grupo Al que apresentou broncopneumonia (representada
com a seta), o que levou a um aumento do peso relativo do primeiro conjunto. Objetiva 10x.

Por histometria do baco, foi possivel verificar o didmetro do centro germinativo,
responsdvel por proliferacdo de células linfocitdrias, sobretudo linfécitos B-2, e o
diametro total do foliculo, onde se concentra a polpa branca. Como pode ser observado
na Figura 27, houve diferenca estatistica entre o tamanho do foliculo dos animais que
receberam bioterdpico integro 30DH quando comparados aos animais controle (p <
0,05; ANOVA). O mesmo foi verificado na histometria do centro germinativo (Figura
28), porém o grupo que recebeu dgua dinamizada também apresentou aumento neste

pardmetro quando comparado ao controle.
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Figura 27: Histometria do foliculo no bago dos diferentes grupos da fase “I”’ apds (pds) a inoculagdo de
hemaglutinina do virus influenza. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos DI pos e
Ct pos (*p < 0,05 ANOVA).
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Figura 28: Histometria dos centros germinativos no bacgo dos diferentes grupos da fase “I” apds (pds) a
inoculagdo de hemaglutinina do virus influenza. Houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos BI pos e DI pos quando comparados ao Ct pos (*p < 0,05 ANOVA).

Como pode ser observado, o bioterdpico manipulado a partir do virus integro foi

0 que obteve melhores resultados em termos de estimulacdo linfocitaria. Sendo assim,

um novo experimento foi conduzido para verificar, por citometria de fluxo, a
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diferenciacdo e proliferacdo local (peritonio) de células de sistema imune nos
camundongos tratados somente com o bioterdpico do tipo integro, em duas poténcias,

12 DH e 30DH.

6.4.2 Experimento II — Avaliacdo por Citometria de Fluxo do lavado peritoneal dos

camundongos

Camundongos SPF tratados com bioterdpicos integros em duas diferentes
poténcias, 12DH e 30DH, dgua dinamizada 30DH e timulina S5CH, foram observados
durante 42 dias no total. No 21° dia, os animais receberam, através de inoculacio
subcutinea, o antigeno hemaglutinina de influenza H3N2. Apés 21 dias de inoculacio
do antigeno, os mesmos foram necropsiados e o lavado peritoneal foi processado para
avalia¢do por citometria de fluxo.

Em relacdo ao peso antes e apds a inoculacdo do antigeno, pode-se verificar que
todos os grupos apresentaram ganho de peso apds a inoculacdo com antigeno do virus
influenza com excecdo do grupo que recebeu bioterdpico integro 30DH que teve uma

tendéncia a perder peso apds a inoculacdo (Figura 29).

1,40 -

1,20 -

1,00
w 080 - _
2 0,60 - m PRE
g .
5 040 - POS
T
0 0,20 -

0,00 - T T T T 1

020 - Timulina  H3N2 H20 Ct

’ 5CH 30DH 30DH

-0.40




106

Figura 29: Delta peso, em gramas, dos camundongos nos diferentes grupos antes (pré — barra preta) e
ap6s (pds — barra cinza) inoculacdo dos animais com hemaglutinina do virus influenza. Todos os animais
ganharam peso ap0s a inoculagdo, diferente dos animais do grupo bioterdpico integro 30DH que tiveram
uma tendéncia a perder peso.

Quando observado o peso relativo do bagco dos animais dos diferentes grupos

pode-se verificar que ndo houve diferenca significativa entre os mesmos (Figura 30).
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Figura 30: Peso relativo do bagco, em gramas, nos diferentes grupos ap6s a inoculacdo de hemaglutinina
do virus influenza (p > 0,05; ANOVA).

Na Figura 31, observa-se que todos os animais consumiram quantidades
semelhantes de dgua e, consequentemente, das solucdes teste uma vez que o consumo
de dgua entre os grupos ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p >
0,05). Vale lembrar que os medicamentos foram colocados na dgua de bebida na
concentracdo de 1% (ad libitum). Da mesma forma que o perfil de consumo de ragcao

também foi semelhante entre os grupos (Figura 32).
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Figura 31: Consumo relativo de dgua, em gramas, nos diferentes grupos antes (pré — barra preta) e apds
(p6s — barra cinza) inocula¢do dos animais com hemaglutinina do virus influenza. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo ao consumo de dgua (p > 0,05; ANOVA).
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Figura 32: Consumo relativo de racdo, em gramas, nos diferentes grupos antes (pré — barra preta) e apds
(pds — barra cinza) inocula¢do dos animais com hemaglutinina do virus influenza. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, em relagdo ao consumo de racio (p > 0,05; ANOVA).

Em relacdo a imuno-histoquimica, houve um aumento significante quanto ao
nimero de macréfagos CDI11b+ encontrados no bago entre o grupo tratado com
Timulina SCH e o grupo controle (Figura 33). Também ocorreu aumento de Linfdcitos
T CD3+ no grupo tratado com H3N2 12DH em relag¢do aos controles (Figura 34). As
células marcadas com CD45 nio apresentaram resultados com diferenca estatistica (p >

0,05; ANOVA).
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Figura 33: Area positiva para macréfagos CD11b+ (imuno-histoquimica) em relacéo a drea total do corte
de baco nos diferentes grupos. Houve um aumento no nimero de macréfagos com diferenga estatistica no
grupo Timulina em relac¢@o ao grupo controle (* p < 0.05. ANOVA,Tuckey-Krammer).

0,7

. [
T

0,4

0,3 1

Nimero de Linfocitos T

0,2

0,14

0, 0 T T T T T
PSR S

N

& éq’?\

'\'\6\ \e{b

Figura 34: Area positiva para linfécitos T CD3+ (imuno-histoquimica) em relagdo  drea total do corte de bago nos
diferentes grupos. Houve um aumento no nimero de linfécitos com diferenca estatistica no grupo H3N2 A 12DH
em relacdo ao grupo controle (* p < 0.05. ANOVA,Tuckey-Krammer).
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O lavado peritoneal, depois de processado, foi levado para andlise em citometro
de fluxo. O dado de propor¢do, segundo morfologia, mostrou que houve uma proporcio
relativamente igual de linfécitos e macréfagos originadas de camundongos tratados
com timulina 5CH e bioterdpico integro 30DH enquanto que nos outros grupos pode ser

observado um aumento de macréfagos em relacdo aos linfécitos (Figuras 35 e 36).

17 . Fagocitos
T 125%
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Linfécitos
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Figura 35: Diagrama de pontos representando a percentagem, distruibui¢do e selecdo de populacdo de
linfécitos e fagdcitos totais por citometria de fluxo do lavado peritoneal de camundongo controle nio
inoculado. Gates de linfécitos e fagécitos sdo identificados com base no tamanho da célula (eixo y) e
granulosidade (eixo x). Grafico obtido pelo software Flow Jo 8.7.
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Figura 36: Relacdo macréfagos/linfécitos (segundo morfologia, ver Figura 35) quantificadas por
citdmetro de fluxo, presentes no peritonio dos camundongos tratados nas diferentes situacdes
experimentais. Linfocitos (barra preta); Macréfagos (barra cinza). Houve diferenca estatistica entre os
grupos que receberam Timulina e H3N2 30DH quando comparado ao controle H20 30DH (*p<0,05;
teste qui quadrado).
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O termo PDM estd relacionado aos fagécitos maduros (CD19- CD11b+)
enquanto que o termo PDBI1 significa fagdcitos derivados de células B1 (CD19+
CD11b+). Pode-se observar na Figura 37 que os animais tratados com timulina SCH e
com os bioterdpicos 12DH e 30DH apresentaram menos macréfagos maduros (p <
0,05) quando comparados aos animais controle que receberam dgua dinamizada 30DH

(p < 0,05; teste qui quadrado).
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Figura 37: Propor¢do entre macréfagos maduros/macréfagos derivados de células B1 quantificadas por
citdmetro de fluxo, presentes no peritonio dos camundongos tratados nas diferentes situacdes
experimentais. PDM (barra preta); PDB1 (barra cinza). Grupos de animais tratados com Timulina SCH e
com os bioterdpicos 12DH e 30DH possuem menos macréfagos maduros (p < 0,05) quando comparados
aos animais do grupo controle de 4gua dinamizada 30DH (*p < 0,05; teste qui quadrado).

A relacdo entre linfécitos B e outros linfocitos no peritdneo pode ser verificada na
Figura 38 com um aumento de células B e ndo-B no lavado peritoneal dos
camundongos que receberam Timulina 5CH e bioterdpico integro 30DH (p < 0,05; teste

qui quadrado) em relagcdo ao controle (dgua 30DH).
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Figura 38: Propor¢do entre células B (B) e outros linfécitos (T/NK) quantificadas por citdmetro de fluxo,
presentes no peritonio dos camundongos tratados nas diferentes situagdes experimentais. Houve um
aumento de células B e ndo-B no lavado peritoneal dos camundongos que receberam Timulina S5CH e
bioterdpico integro 30DH (*# p < 0,05; teste qui quadrado) em relagdo ao controle (d4gua 30DH).

Em relagdo a proporcdo de Bla/Blb (Figura 39), pode-se observar um nimero
maior de células B1b nos camundongos que receberam Timulina SCH e bioterdpico

integro 30DH quando comparados aos demais grupos ( *p <0,05; teste qui quadrado).
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Figura 39: Proporcdo de células Bla/B1b quantificadas por Citdmetro de fluxo, presentes no peritdnio
dos camundongos tratados nas diferentes situagdes experimentais. Houve maior nimero de células B1b
nos camundongos que receberam Timulina e H3N2 30DH quando comparados aos demais grupos (* p <
0,05; teste qui quadrado).
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A Figura 40 € um diagrama de pontos representando a percentagem, distruibui¢do
e selecao de sub-populacdes de linfécitos e fagdcitos. A Figura 41 mostra a propor¢ao
entre essas células, sendo observado que a quantidade de células B2 em relacdo a B1
nos camundongos tratados por Timulina SCH e bioterdpico integro 30DH teve uma
reducdo estatisticamente significativa quando comparadas ao controle H20 30DH (* p

< 0,05; teste qui quadrado).
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Figura 40: Diagrama de pontos representando a percentagem, distruibuicdo e selecdo de sub-populagdes
linfécitos e fagocitos por citometria de fluxo do lavado peritoneal obtido de camundongo controle, nao
inoculado. Representacdo de células B1 (CD19+ CD23-), B2 (CD19+ CD23+) e fagdcitos (CD19-
CD11b+). Gréfico obtido pelo software Flow Jo 8.7.



113

células por
mLx 100

3500 -
3000
2500
2000
1500
1000

Figura 41: Propor¢ao de células B1/B2 quantificadas por citometro de fluxo, presentes no peritdnio dos
camundongos tratados nas diferentes situagdes experimentais. Houve uma dimunui¢do nas células B2 nos

camundongos tratados pela Timulina e H3N2 30DH quando comparado ao controle 4gua 30DH (* p <
0,05; teste qui quadrado).

Em relacio a propor¢ao de CD4/CD8 (Figuras 42 e 43), observa-se maior
quantidade de CD4 nos grupos tratados com Timulina SCH e com o bioterapico integro
30DH quando comparados ao controle H20 30DH, onde se verifica um perfil que tende

a ser o inverso do primeiro (p < 0,05; qui quadrado).
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Figura 42: Diagrama representando a distribui¢@o e sele¢@o de subpopulacdes de células T pelo citdmetro
de fluxo do lavado peritoneal de camundongo controle ndo inoculado. O diagrama foi extraido do gate de
linfécitos. H4 predominéncia das células CD4+. Gréfico obtido pelo software Flow Jo 8.7.
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Figura 43: Propor¢do de células CD4/CDS8 quantificadas por citdmetro de fluxo, presentes no periténio
dos camundongos tratados nas diferentes situagdes experimentais. Observa-se maior quantidade de CD4
nos grupos tratados com Timulina 5SCH e com o bioterdpico integro 30DH quando comparados ao
controle H20 30DH (*p<0,05; teste qui quadrado).

6.5. RESULTADOS DO ESTUDO CLINICO

Das 600 criangas selecionadas para o estudo, 445 (74,17%) criangas finalizaram
o mesmo e 155 (25,83%) criancas foram classificadas como desistentes uma vez que,
por diferentes motivos, sairam durante o periodo da pesquisa. As principais razdes para
esta desisténcia foram a mudanca de endereco ou a adesdo a um plano de sadde
particular (Figura 44). E importante mencionar que nenhuma crian¢a veio a Gbito

durante o estudo.
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Figura 44: Fluxograma das criangas incluidas no estudo.

A média de idade das criancgas que participaram até o final do estudo, foide 2 a

3 anos de idade e a média do indice de massa corporal (IMC) foi de aproximadamente

2 ~ . . .. ...
16 kg/m”. A razdo entre criancas do sexo masculino e feminino foi similar. Quando a

raca e drea da residéncia foram observadas, foi verificado que a maioria das criancas foi

classificada como branca e parda, com moradias em dreas urbanas. Foi observado que,

no ano anterior, a maioria das criangas tinha apresentado pelo menos um episédio de

gripe ou infec¢do respiratdria aguda (Tabela 6).
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Tabela 6: Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes e demograficas, expressas em média +

desvio padrdo ou percentagem (nimero).

Caracteristicas IRA Placebo InfluBio
(n=149) (n=151) (n=145)
Média de idade (anos) 24+12 24 +1,1 26+1,1
Média do IMC (Kg/m?) 16,3+24 16,3+2.,6 16,2+ 1,6
Sexo (%; n)
Feminino 42,3 (63) 48,3 (73) 42,8 (62)
Masculino 56,4 (84) 49,0 (74) 57,2 (83)
Perda 1,3(2) 2,6 (4) 0
Raca (%; n)
Amarela 7(1) 0 0
Branca 51,7 (77) 49,0 (74) 52,4 (76)
Negra 12,1 (18) 13,9 (21) 10,3 (15)
Parda 25,5 (38) 26,5 (40) 29,0 (42)
Perda 10,1 (15) 10,6 (16) 8,3 (12)
Area da residéncia (%; n)
Rural 6(9) 4(6) 8,3 (12)
Urbana 77,9 (116) 80,1 (121) 77,9 (113)
Rural/Urbana 8,1(12) 7,9 (12) 6,9 (10)
Perda 8,1(12) 7,9 (12) 6,9 (10)
Episodios de gripe/
Infecgio respiratéria aguda” (%; n)
0 8,9 (11) 12,8 (16) 16,4 (20)
1 35 (43) 37,6 (47) 38,5 (47)
2 22,8 (28) 20,8 (24) 19,7 (24)
3 17,1 (21) 13,6 (17) 9,8 (12)
>4 16,3 (20) 15,2 (19) 15,6 (19)

*Nutmero de episédios de gripe/ infecc¢do respiratéria aguda detectados durante o ano anterior ao do
estudo clinico (2008).

Os voluntdrios tratados com medicamentos homeopdticos apresentaram uma
menor incidéncia de episédios de gripe/ infeccio respiratdria aguda do que os que foram
tratados com placebo. O grupo placebo apresentou gripe/ infec¢do respiratdria aguda
(mediana; intervalo interquartil) trés vezes superior (0; 0-3) aos grupos que receberam
medicamentos homeopaticos (0; 0-1) (p < 0.001), considerando o limite superior
interquartil (percentil 75) (Tabela 7). Essas diferencas, mesmo que pequenas, levaram a
uma diferenca estatisticamente significativa quando os grupos tratados por

medicamentos homeopaticos foram comparados ao grupo placebo.
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Tabela 7: Mediana (intervalo interquartil) de episddios de gripe/ infec¢do respiratdria aguda, referindo ao
grupo de intervencido de medicamentos homeopaticos (Tukey's Hinges) e tempo em meses (mediana,
intervalo interquartil) antes do aparecimento dos sintomas de gripe ou infecg@o respiratéria aguda (média
ponderada).

Niimero de episédios de gripe/ Tempo em meses antes

Infeccdo respiratdria aguda dos primeiros sintomas
Intervencdo Mediana Mediana
(Intervalo Interquartil: (Intervalo Interquartil:
25% - 75%) 25% - 75%)
IRA 00-1) 1.00 (0.00 - 1.00)
Placebo 0(0-3) 3.03 (2.03 - 3.03)
Bioterdpico 0@-1 1.00 (0.00 — 1.00)

Adicionalmente, nenhuma diferenca estatistica foi detectada entre os
medicamentos homeopaticos quando comparados entre si (p = 0,99) (Tabela 8).
Entretanto, quando o nimero de episddios de gripe/ infeccdo respiratdria aguda foi
comparado entre os grupos de interven¢do, uma diferenca estatisticamente significativa
foi detectada nas criangas que receberam placebo (Tabela 8), usando andlise de

variancia (Post Hoc Tests).

Tabela 8: Nimero de episddios de gripe/ infec¢do respiratéria aguda comparado entre os grupos de
intervencao.

Grupo de intervenc¢io Comparado a p (Tukey)
IRA (0; 0-1) Placebo (0; 0 - 3) <0.001
Bioterapico (0; 0-1) Placebo (0; 0-3) <0.001
IRA (0; 0-1) Bioterdpico (0; 0-1) 0.99

Considerando o tempo em meses antes da ocorréncia dos primeiros sintomas de
gripe ou da infec¢@o respiratéria aguda (Tabela 7), a maioria das criancas que recebeu
IRA ou o bioterdpico apresentou apenas um Unico episdédio ou sintomas de gripe/
infeccdo respiratéria aguda no primeiro més apds a administracdo da amostra (maio
2009). Entretanto, criangas que receberam o placebo apresentaram um aumento dos
sintomas de gripe/ infeccdo respiratéria aguda a partir do segundo (junho 2009) ou

terceiro més (julho 2009) apds a administragdo da amostra.
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Criangas que apresentaram sintomas de gripe ou infeccdo respiratéria aguda
eram sempre direcionadas ao médico mais proximo ou recebiam atendimento do préprio
coordenador da pesquisa, no Instituto Roberto Costa. As criancas ndo foram, em
momento algum, submetidas a exames de laboratério e os sintomas eram sempre
relatados aos agentes de saide pelas familias. Para evitar qualquer interferéncia na
coleta de dados, os sintomas eram relatados sem a presenca de um checklist,
considerando os sintomas da classificagio ICPC. E importante ressaltar que nenhum
desconforto ou morte induzidos pelo uso das solugdes teste foram relatadas pelas
familias durante o periodo deste estudo clinico. O relatério deste ensaio clinico foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRJ e encontra-se anexado a esta tese

(ANEXO 3).
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7. DISCUSSAO

A homeopatia é um dos métodos de medicina complementar mais utilizado no
mundo e seu uso vem sendo estimulado pela OMS de forma integrada com os
tratamentos cldssicos. No Brasil, a “Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Sadde” (BRASIL, 2006), foi instaurada com o
intuito de incentivar e apoiar projetos de assisténcia, ensino e pesquisas homeopaticas
nas vdrias esferas nacionais.

O Brasil possui grande nimero de trabalhos cientificos e de relatos clinicos
significativos com o uso de diversas preparacdes homeopdticas, incluindo os
bioterdpicos (SIQUEIRA et al, 2013; BONAMIN et al, 2013; ALEIXO, et al., 2012;
SATO, 2012; FERRAZ, et al., 2011; ALMEIDA et al., 2008; QUEIROZ et al., 2006;
SILVA et al., 2005; BRENER et al., 2000; COSTA et al., 2008; AQUINO et al., 2008;
VARRICCHIO et al., 2008; HOLANDINO et al., 2008, b; ALEIXO et al., 2008;
FONTES, 2005; CAVALCANTTI et al., 2003).

A homeopatia por ser uma forma de tratamento segura e economicamente vidvel
vem tomando lugar de destaque para estudos, principalmente, para infec¢cdes nas quais
hd grande resisténcia dos microrganismos devido a grande mutagdo. No caso do virus
influenza, além de algumas cepas resistentes aos tratamentos antivirais, oS
medicamentos cldssicos sdo extremamente téxicos e devem ser usados com cautela
principalmente em gestantes e criancas (RASMUSSEN et al, 2011). Como os
medicamentos homeopdticos sdo seguros para qualquer paciente e idade, houve um
estimulo para continuarmos as pesquisas in vitro concluidas em 2009 (SIQUEIRA,
2009) dando sequéncia as pesquisas através de protocolos pré-clinico e clinico, além da

investigacdo mais detalhada através de estudos in vitro.
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Desta forma, nesta tese de doutorado foram avaliados os efeitos de bioterdpicos
de virus influenza A H3N2 (A/Aichi/2/68 e A/Vitctoria/3/75) integro e inativado em
duas poténcias, 12DH e 30DH. Estas preparacdes foram submetidas a farmacotécnica
homeopitica descrita na Farmacopeia Homeopdtica Brasileira (BRASIL, 2011), sendo
diluida e dinamizada até as poténcias 12DH e 30DH.

O potencial antiviral dos bioterdpicos foi avaliado frente a linhagem de células
de rim canino, Mardin-Darby canine kidney (MDCK), as quais s@o classicamente
descritas na literatura como modelos para a avaliacdo da eficicia de formacos antivirais
para influenza (COUCEIRO et al., 2005; SERKEDIJIEVA et al., 1998; SIDWELL et
al., 2000). Além da linhagem MDCK foram utilizados também macréfagos das
linhagens J774G8 e RAW 264-7, sendo a producdo de citocinas e 6xido nitrico
liberados por estas células, estimuladas ou ndo pelos bioterdpicos, quantificadas através
de ELISA e citrometria de fluxo.

Para o estudo pré-clinico foram realizados dois sets de experimentos nos quais
foram utilizados camundongos machos balb-c tratados e desafiados com antigeno
hemaglutinina de influenza. Estes animais foram avaliados quanto ao comportamento e
a producdo de células do sistema imunoldgico. Nestes experimentos foram comparados
tanto a resposta dos animais aos bioterdpicos integro quanto ao inativado, assim como
foi feita a avaliagdo quanto as diferentes poténcias e ao medicamento timulina SCH.

Outros experimentos conduzidos nesta tese foram feitos através de estudo
clinico triplo cego, randomizado, placebo controlado onde foram avaliadas 600 criangas
pertencentes ao Programa de Saide da Familia da cidade de Petrpolis/RJ. Para este
estudo, somente o bioterdpico integro na poténcia 30DH foi avaliado uma vez que foi o

bioterdpico com os melhores resultados durante todo o estudo desenvolvido.
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Siqueira (2009) ja havia demostrado que o virus influenza A ndo lisa quando
colocado em &4gua, mesmo apds o processo de sucussdo. A andlise por microscopia
eletronica da poténcia 1DH evidenciou a presenca de particulas virais integras o que
garantiu a execucdo do protocolo descrito por Roberto Costa para o preparo de nosodios
vivos. Porém, foi necessdrio comparar os efeitos deste bioterdpicos manipulado em dgua
com aquele manipulado em solugdo hidroalcodlica 70%, denominado bioterdpico do
tipo inativado. Para isso, utilizamos solug¢do hidroalcodlica 70% como veiculo
garantindo a lise total das particulas virais observadas por MET. Apds esta primeira
dinamiza¢do em solug@o hidroalcodlica 70%, as poténcias seguintes foram feitas em
dgua destilada estéril conforme o procedimento realizado para o bioterdpico integro.

A escolha da dgua como solvente destes bioterdpicos tornou necessdria a criagcdo
de grupos controle adequados, especialmente por ser a poténcia de estudo a 30DH.
Sabe-se que nesta poténcia ndo é possivel detectar d&tomos ou moléculas oriundas da
matriz inicial, ou seja, do virus influenza A. Em verdade, teoricamente, acima da

* 4tomos / mol de substincia) é

poténcia 24DH, o niimero de Avogrado (6,02 x 10
ultrapassado ndo sendo mais possivel detectar moléculas originais da substincia na
solu¢do capazes de promover um estimulo molecular especifico (BASTIDE et al.,
1995).

Entretanto, vérios estudos tém comprovado que os sistemas bioldgicos sdo
capazes de responder, de maneira diferenciada, quando estimulados por solucdes
homeopiticas ultradiluidas (BONAMIN et al, 2013; SATO, 2012; BILDET et al. 1989;
DAVENAS et al., 1987, BONAMIN et al., 2001; POITEVIN et al., 1998; WAYNE et
al.,2001; SHIPLEY et al., 1983; LONG & ERNST, 2001; MESQUITA, 1998; AABEL

et al., 2000) e que estas respostas sdo diferentes daquelas oriundas apenas de solventes

dinamizados (SIQUEIRA et al., 2013; COSTA et al., 2008; AQUINO et al., 2008;
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VARRICCHIO et al., 2008). Por isto, os resultados experimentais desenvolvidos foram
sempre comparados aqueles obtidos pela dgua destilada e pela 4gua dinamizada.

A auséncia de particulas infectivas na poténcia 30DH foi previamente
comprovada por espectroscopia UV-vis, que ndo foi capaz de detectar proteinas e/ou
material genético de origem viral no bioterdpico (SIQUEIRA, 2009; SIQUEIRA et al,
2013). Este ensaio, realizado na auséncia de células, teve o seu resultado corroborado
pelos experimentos feitos em ovos embrionados de 9 dias, os quais apds inoculagdo do
bioterdpico, ndo se tornaram infectados (SIQUEIRA, 2009). Desta forma, o uso deste
bioterdpico na poténcia de 30DH ndo apresenta qualquer risco de infeccdo. Outra
poténcia utilizada nesta tese foi a 12 DH, poténcia esta com possivel presenca de
particulas virais uma vez que ainda nao ultrapassou o nimero de avogrado, conforme
descrito anteriormente. Por este motivo, esta poténcia foi utilizada somente nos
experimentos in vitro e pré-clinico para avaliacio de sua resposta bioldgica.

A concentracdo do bioterdpico em relacdo ao meio de cultura de escolha para os
estudos in vitro foi a de 10% uma vez que, durante a dissertacdo de mestrado, estudos
comprovaram que esta concentracdo era segura, ou seja, ndo citotéxica para utilizar nos
experimentos in vitro (SIQUEIRA, 2009). Durante a presente tese, as células foram
tratadas por 6 ou 18 vezes, diferente dos estudos conduzidos durante o mestrado onde o
tratamento foi realizado por tempo, ou seja, 10 (6 tratamentos) ou 30 dias (18
tratamentos). Este foi um ponto interessante a ser considerado, pois o nimero de
tratamentos foi o mesmo, porém com duracdo em dias diferentes. Os seis tratamentos
eram realizados em 48 horas, enquanto que os 18 tratamentos eram conduzidos durante
quatro dias. A comparacio dos resultados obtidos em 2009 com os atuais nos permite
concluir que as células respondem de forma diferente a esses estimulos, que serdo

discutidos a seguir. Resultados semelhantes tém sido obtidos em nosso laboratério com
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bioterdpicos de Candida albicans preparados pela metodologia Roberto Costa (COSTA
et al., 2008; HOMSANI et al., 2012) indicando que a forma de tratamento das células
modifica a resposta bioldgica, com respostas diferenciadas a medida que se aumenta o
tempo de contato das células com os medicamentos homeopaticos. Isso nos faz pensar
que a maquinaria celular necessita de um tempo adequado para “processar” a
informagdo fornecida pelos medicamento, como explicado pela “Teoria dos
Significados Corporais” descrita originalmente por Bastide (BASTIDE & LAGACHE,
1997).

A discussido desta tese foi preparada considerando os resultados de cada etapa do
projeto (in vitro, pré-clinica e clinica), sendo os resultados conectados e discutidos ao
longo desta secdo.

O ensaio de MTT avalia a atividade mitocondrial de células viaveis, através da
enzima succinato desidrogenase, que transforma o sal tetrazolium, de cor amarela, em
cristal de formazan, de cor purpura (MISHRA, 2003). A quantidade de cristais
formados é proporcional ao nimero de células vidveis e, consequentemente, fornece
parametros da respirag@o celular. A enzima succinato desidrogenase catalisa a oxidacio
do succinato a fumarato, reagéo pertencente ao ciclo do 4cido citrico ou ciclo de Krebs.
Esta andlise por MTT evidenciou que as células MDCK que receberam seis tratamentos
ndo tiveram suas taxas de respiracdo celular alteradas, enquanto que as que receberam
18 tratamentos apresentaram uma diferencga estatistica (p < 0,05), entre as células que
receberam o bioterdpico integro na 30DH e as que receberam bioterdpico inativado na
mesma poténcia, mostrando, desta forma, que as células respondem de forma diferente
ao tempo de tratamento e aos tipos de bioterdpicos. Para aumentar a compreensdo
desses resultados alguns estudos bioquimicos foram realizados e serdo discutidos a

frente.
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O primeiro estudo bioquimico conduzido avaliou a atividade da enzima
Fosfofrutoquinase 1 (PFK-1), enzima importante da via glicolitica. Quando sua
atividade estd diminuida, ocorre um acimulo de glicose 6-fosfato que pode ser desviada
para a via das pentoses-fosfato que originam componentes de biomoléculas muito
importantes, como ATP, RNA e DNA (STRYER, 1996). O aumento na atividade desta
enzima indica que a taxa glicolitica estd maior (STRYER, 1996). Desta forma, a
avaliacdo da atividade da enzima PFK-1 € importante para o presente estudo em funcio
das alteracdes na viabilidade detectadas apds 18 tratamentos. Através da andlise
espectrofotométrica da atividade da PFK-1 do homogeneizado celular nas diferentes
situacdes experimentais, foi verificado um aumento na atividade desta enzima nas
células que receberam 18 tratamentos, sendo este aumento estatisticamente
significativo, entre as células que receberam os bioterdpicos, tanto integro quanto
inativado, e o controle de células (Figura 9). Vale lembrar que a poténcia 12DH do
bioterdpico inativado ndo induziu diferenca estatistica; porém as células tratadas com o
mesmo apresentaram uma tendéncia a aumentar a atividade desta enzima. E importante
ressaltar que este mesmo experimento foi conduzido durante a dissertacdo de mestrado
(2009) e o resultado foi o inverso, ou seja, houve uma diminuicdo da atividade da PFK-
1, provavelmente devido a diferenga no esquema de tratamento das células MDCK.
Neste estudo de 2009 as células foram tratadas com a mesma concentracio e volume de
medicamento, entretanto as doses foram espagadas num periodo de 30 dias. Em
contrapartida, no presente estudo, modificamos o esquema de tratamento, reduzindo-o
de 30 dias para 4 dias, ou seja, as células MDCK receberam a mesma quantidade de
medicamento mas tiveram um tempo significativamente menor para “processar” toda
esta informagdo fornecida pelos bioterdpicos. Verificamos que as células, mesmo ndo

sendo infectadas pelo virus influenza, neste caso, responderam de forma semelhante a
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uma infec¢cdo uma vez que alguns estudos mostram que o metabolismo das células pode
ser afetado pela infeccio viral (EL-BACHA et al, 2007; RITTER, 2010). As
transformacdes que ocorrem nas células MDCK, apds a infeccdo, jd sdo bem descritas e
incluem um aumento no metabolismo glicolitico e alteragdes morfolégicas semelhantes
as detectadas neste estudo (Figuras 10 - 15). Outros virus induzem alteracdes
metabdlicas semelhantes nas células hospedeiras, a saber: virus da rubéola,
citomegalovirus, virus mayaro, virus da dengue, dentre outros (EL-BACHA et al.,
2007; RITTER, 2010).

Em relagdo a infecg¢do pelo virus influenza, estudos demonstram um aumento
nas taxas de glicdlise e uma ativagdo da via das pentoses-fosfato durante os estigios
iniciais da infec¢ao (RITTER, 2010). Estudos mostraram que ocorre um aumento na
captagdo de glicose, assim como na liberag@o de lactato em células infectadas indicando
uma alteracdo na atividade glicolitica. RITTER (2010) verificou que durante as
primeiras 10 horas pés-infec¢do a liberagdao dos diferentes metabdlitos da glicdlise se
mantém constante, tanto nas células infectadas, quanto nas nao infectadas. Nas células
infectadas, apds 10 horas da infeccdo, verifica-se um aumento linear na concentragdo
dos metabdlitos por, aproximadamente, 24 horas pds-infeccdo. Apds esse periodo, a
concentracdo diminui, porém se mantém maior do que nas células que ndao foram
infectadas. Quando avaliados os metabdlitos do ciclo de Krebs, novamente, apds 10
horas da infeccdo, a concentracio de citrato aumenta nas células infectadas (RITTER,
2010).

Seguindo esta linha de raciocinio, estudos que avaliaram a respiracdo
mitocondrial, producdo de lactato, atividade da enzima citrato sintase e hidrélise de
ATP foram conduzidos nas células MDCK tratadas com os bioterdpicos e ndo

infectadas. Nestes experimentos somente os bioterdpicos integros nas poténcias 12DH e
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30DH foram avaliados. Os experimentos conduzidos em cego indicaram que as células
tratadas com o bioterdpico integro 30DH respondem de forma semelhante a uma célula
infectada, ou seja, ocorrem algumas alteragdes bioquimicas cldssicas de infec¢@o viral.

Através do estudo da funcdo respiratéria realizado por oxigrafia de alta
resolugdo o consumo de oxigénio mitocondrial das células que receberam 6 e 18
tratamentos com bioterdpico integro 30DH foi avaliado e verificamos um aumento na
capacidade respiratéria mdxima quando as células controle foram comparadas aquelas
que receberam somente dgua destilada estéril. As células que receberam 18 tratamentos
com o bioterdpico na poténcia 12DH também apresentaram um aumento na capacidade
respiratdria maxima. A respiracdo basal e o consumo de oxigénio ndo mitocondrial ndo
foram alterados com os diferentes tratamentos quando comparados ao controle (Figuras
10e 11).

El-Bacha e colaboradores (2007) avaliaram o efeito do virus da dengue sobre a
funcdo respiratdria de células HepG2 e verificaram que este virus também € capaz de
aumentar o consumo de oxigénio celular de maneira semelhante ao que foi detectado no
presente estudo quando células MDCK foram tratadas pelos bioterdpicos integros.
Porém, outras alteracdes como aumento da respiragdo basal e da respiracdo
independente de oligomicina foram detectadas por El-Bacha diferentemente do que foi
observado no presente estudo. Desta forma, podemos inferir que o tratamento por
bioterdpico integro altera algumas propriedades da respiragdo mitocondrial mesmo em
células ndo infectadas, mimetizando o comportamento de células infectadas por virus.

Estes dados acerca da respiragdo mitocondrial nos motivaram a realizar outras
andlises a fim de verificar se 0 aumento do consumo de oxigénio foi decorrente de um
estimulo a biogénese mitocondrial. Para isto, foi avaliada a atividade da enzima citrato

sintase que € um marcador enzimético quantitativo da presenca de mitocondrias intactas
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(KUZNETSOV, 2010). Na condicdo de 18 tratamentos com bioterdpicos 12 DH e 30
DH, foi verificado um aumento da atividade de citrato sintase, comparado ao grupo
controle, indicando um aumento na biossintese mitocondrial das células tratadas. Para
corroborar com este resultado foi avaliada também a hidrélise de ATP pela ATP sintase,
uma vez que a hidrélise de ATP sensivel a azida s6 é feita pela ATP sintase, localizada
nas mitocondrias. Em ambas as condicdes experimentais (6 e 18 tratamentos) foi
verificado um aumento na atividade de hidrélise de ATP na células tratadas com
bioterdpico 30DH em comparacdo ao grupo controle. Estes resultados indicam que o
tratamento com os bioterdpicos, principalmente na poténcia 30DH, induzem um
aumento significativo na biogénese mitocondrial nas células MDCK.

Outro experimento conduzido foi para verificar a producdo de lactato pelas
células MDCK que receberam tratamento. Apds 20 minutos de experimento, foi
adicionado KCN, um inibidor do complexo IV do sistema de transporte de elétron, o
que induz a célula a utilizar somente a glicélise para a producdo de ATP, mecanismo
denominado de shift metabdlico. Nesta condi¢do, como é esperado, a formacdo de
lactato é estimulada, mimetizando o efeito Pasteur (MERLO-PICH ef al., 2004). Desta
forma, o aumento da taxa de liberacio de lactato nas células tratadas com os
bioterdpicos indica um aumento do metabolismo oxidativo que se reflete em uma maior
compensacgdo pela glicélise, verificada pelo aumento da liberagdo de lactato, quando a
fosforilagdo oxidativa é inibida por KCN (Figuras 14 e 15). Estes resultados
complementados com todos os resultados obtidos através de andlise bioquimica nos
levam a concluir que os bioterdpicos integros alteram a bioquimica celular independente
da poténcia avaliada e que, na maioria dos casos, esta alteracdo € proporcional a

poténcia e ao tempo de tratamento.
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Alguns trabalhos cientificos t€m registrado a eficicia dos medicamentos
homeopaticos frente a células do sistema imunolégico (KUCZERA, 2013; OLIVEIRA
et al, 2011; OLIVEIRA, 2006; DANNINGER et al., 2000). Além disso, resultados
experimentais obtidos com o bioterdpico de Tripanossoma cruzi (ALEIXO et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2008; QUEIROZ et al., 2006) indicaram que a administracdo deste
bioterdpico a camundongos, como etapa preliminar a infeccao pelos parasitas, foi capaz
de estimular o sistema imunolégico dos animais tratados a produzir antigenos contra 7.
cruzi. Estes trabalhos evidenciaram que os bioterdpicos parecem agir como uma espécie
de vacina, com resultados semelhantes aqueles descritos pelo uso de vacinas
classicamente produzidas com antigenos de 7. cruzi (BASOMBRIO & BESUSCHIO,
1982; SEPULVEDA et al., 2000).

Baseado nestes dados da literatura, o efeito dos bioterdpicos, integro e inativado,
na poténcia 30DH sobre a producio de citocinas pelos macréfagos da linhagem J774G8
foi avaliado assim como a produgdo de 6xido nitrico pelos macréfagos RAW264-7.
Para tanto, os macréfagos J774G8 receberam 6 tratamentos com os bioterdpico integro
30DH e inativado 30DH, previamente a inoculacdo do virus influenza A. Como
controle as células foram também tratadas com dgua 30 DH e dgua destilada estéril. As
citocinas avaliadas, por citometria de fluxo, foram interleucina-10 (IL 10), interleucina-
12 (IL 12), fator de necrose tumoral (TNF-a) e a quimiocina MCP1. Foi observado um
aumento na producdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF- o) pelos macréfagos J774.G8
sugerindo um efeito do bioterdpico integro 30DH sobre estes macréfagos, corroborando
com resultado semelhante previamente encontrado (SIQUEIRA et al., 2013).
Entretanto, quando avaliadas as demais citocinas presentes nos sobrenadantes antes e
apods a infeccdo, nenhuma diferenca estatistica foi observada. A quimiocina MCP1 é

secretada por macréfagos infectados por virus influenza e tem como funcio de recrutar
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células mononucleares do sangue para o local da infeccio (JULKUNEN, 2001;
SPRENGER, 1996). Sendo assim, era esperado que os macréfagos produzissem mais
desta substancia apds a infeccdo pelo virus influenza; porém, o que foi observado foi
uma tendéncia a diminuir esta substdncia no sobrenadante dos macréfagos que
receberam tratamento com os bioterdpicos (Figura 18).

A produgdo de 6xido nitrico (NO) € um indicativo da ativacdo de macréfagos e
alguns estudos mostram o efeito de medicamentos homeopaticos estimulando a
producdo de NO (MOREIRA et al., 2012; BURBANO et al., 2009; CESAR et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2011). Em nossos experimentos, os tratamentos com o0s
diferentes bioterdpicos ndo resultaram num aumento da producio de NO quando
comparados ao controle de células (Figura 19). Da mesma forma, ndo foram detectadas
alteracdes na atividade mitocondrial pelo experimento com MTT (Figura 20). Estes
experimentos nos levam a concluir que, nas situacdes experimentais testadas, os
macréfagos ndo foram estimulados pelos vérios tratamentos utilizados, exceto no que
diz respeito a resposta detectada pela dgua dinamizada. Verificamos que os macréfagos
RAW 264-7 produziram menores quantidades de nitrito quando estimulados pela dgua
dinamizada (Figura 19). Este dado pode ser atribuido ao chamado “efeito solvente” o
qual foi detectado neste trabalho e vem sido relatado por outros autores em
experimentos homeopéticos (CAPIEAUX et al., 2012; COSTA et al., 2008; AQUINO
et al.,2008; VARRICCHIO et al., 2008).

Para complementar os estudos in vitro, estudos pré-clinicos foram conduzidos
para avaliar tanto o efeito patogenético dos bioterdpicos quanto o efeito destes sobre
células do sistema imunolégico. No primeiro set de experimento, foi comparado o
bioterdpico integro com o inativado na mesma poténcia 30DH, enquanto que no

segundo set de experimentos, a compara¢do foi entre as poténcias 12DH e 30DH do
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bioterdpico do tipo integro, uma vez que este foi o que apresentou melhores resultados
no primeiro set de experimentos.

O efeito patogenético € tradicionalmente definido como todas as alteragdes
clinicas e laboratoriais que sdo relatadas por voluntdrios durante um ensaio patogenético
(DANTAS, 1996). No presente trabalho, houve uma tentativa de registrar esses efeitos
patogenéticos nos animais, porém sem resultados significativos, quando a avaliacdo foi
feita com a utilizagdo do campo aberto, peso dos animais e peso dos 6rgaos, levando-se
em consideragdo o primeiro set de experimentos. Vale lembrar que os camundongos
receberam somente os bioterdpicos e ndo foram desafiados com o virus influenza, nesta
situacdo, denominada de Protocolo de Patogenesia (P).

O estudo patogenético em animais é tdo complexo quanto em humanos uma vez
que alguns aspectos sdo subjetivos, o que, muitas vezes, ¢ mascarado no modelo animal.
Além disso, alguns estudos (DANTAS, 2007; COELHO, 2006) mostram a necessidade
de se fazer o estudo de 30 a 35 dias e o estudo conduzido foi durante 21 dias, tempo que
ndo deve ter sido suficiente para os animais apresentarem os sintomas patogenéticos.
Coelho (2006) relatou a mesma dificuldade em demonstrar os efeitos patogenéticos de
preparacdes homeopaticas de Dolichos pruriens em ratos.

No mesmo protocolo de patogenesia, foi conduzido o estudo de histometria do
baco, o qual ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos, fato este que ja era
esperado uma vez que este grupo nao foi desafiado com o antigeno de influenza.

Quando os animais foram desafiados com o antigeno de influenza (Protocolo
Imunidade) e avaliados, pode ser verificado que, novamente, ndo houve diferenca
estatistica entre os dados obtidos com o estudo do campo aberto; porém, houve uma
reducdo de peso dos animais apds receberem o antigeno, especialmente no grupo dos

animais que recebeu o bioterdpico integro 30DH. Este dado pode ser resultado da
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infeccdo viral demonstrada previamente por LIN (2012) em camundongos infectados.
Por outro lado, pode ser um reflexo de uma simples reducdo no consumo de ragdo;
entretanto, nio houve diferenca estatistica relacionada a este fato. Como os melhores
resultados para o primeiro set de experimentos foi obtido com o grupo de animais que
receberam bioterdpico integro 30DH, o segundo set de experimentos foi feito para
avaliar as interferéncias das poténcias nas respostas dos camundongos, com 0 mesmo
tipo de bioterapico.

Como controle positivo dos experimentos, um grupo recebeu timulina 5CH,
medicamento homeopético que ji vem sendo estudado e com comprovado efeito sobre o
sistema imunolégico (BONAMIN, 2013; SATO, 2011). Dados obtidos com a
histometria do foliculo e do centro germinativo revelaram um aumento do centro
germinativo nos animais tratados com timulina, 4gua 30DH e bioterdpico integro 30DH.
O peso do baco também foi maior no grupo que recebeu o bioterdpico integro 30DH
quando comparado aos outros grupos. Além disso, os resultados de imunohistoquimica
apresentaram um aumento no nimero de macréfagos nos bagos dos animais tratados
com timulina quando comparados ao grupo controle, assim como houve um aumento no
nimero de células T no grupo tratado com o bioterdpico integro 12DH quando
comparado ao grupo controle (Figura 34).

No segundo set de experimentos foi utilizado o método de citometria de fluxo
para avaliar a resposta imunoldgica dos camundongos frente aos bioterdpicos. A
primeira andlise foi feita com o objetivo de identificar a populacdo de linfécitos e
macréfagos nos diferentes grupos. Os grupos que receberam timulina e bioterdpico
integro 30DH apresentaram proporgdes semelhantes destes dois tipos celulares,
diferente do que foi encontrado nos outros grupos, uma vez que, a populacido de

macréfagos era maior quando comparada a populacdo de linfécitos (Figura 36).



132

Houve um aumento de células B e ndo-B (Natural Killer) no lavado peritoneal
dos camundongos que receberam Timulina SCH e bioterdpico integro 30DH quando
comparados ao grupo controle. Essas células NK sdo estimuladas pelas células
apresentadoras de antigeno e sdo responsdveis por matar as células infectadas com virus
enquanto que os linfocitos B sdo responsdveis pela producdo de anticorpos (ABBAS,
2009).

As células B1 se diferem das células B2 uma vez que esta dltima participa da
resposta adaptativa, enquanto as células B1 sdo responsdveis pela resposta imune inata e
respondem a uma variedade de antigenos T independentes. As células B1 constituem a
principal populacdo das cavidades pleural e peritoneal e estio em menor quantidade no
baco e ausentes nos linfonodos; as células B2 estdo distribuidas pelo organismo, sendo
predominantes no sangue, bago e linfonodos. Quando verificadas essas populacdes,
pode-se observar que tanto o grupo tratado com timulina quanto o que recebeu
bioterdpico integro 30DH tiveram uma reducdo no nimero de células B2 e um aumento
no ndmero de células B1 em relagdo ao controle (Figura 41).

A atividade imunorregulatéria mediada por células T foi observada nos
camundongos tratados com os bioterdpicos integros 12DH e 30DH. Dados obtidos pelo
citometro de fluxo revelaram um aumento nas células CD4+ nos animais tratados com
timulina e bioterdpico integro 30DH. Esta observacdo nos permite inferir que esses
tratamentos podem modular o processo de apresentacdo de antigeno. A comprovacio
desta hipdtese depende de mais estudos; porém a diferenciagdo de células B1 em
fagdcitos ja foi anteriormente demonstrada tanto in vivo quanto in vitro (ALMEIDA et
al., 2001; POPI et al., 2008; POPI et al., 2012). Estes fagocitos derivados de B1 sdo

capazes de matar microrganismos ou atuar como células apresentadoras de antigeno
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(MOHAN et al, 2006), reforcando a hipétese de que o tratamento homeopatico é capaz
de atuar sobre a resposta imunoldgica do hospedeiro.

A resposta celular mediada por linfécitos T com participacdo de fagdcitos
(resposta imune inata) € uma resposta antiviral tipica. As células T podem exercer suas
funcdes através da citotoxicidade mediada por células CD8+ ou por secretar citocinas
que ativardo os macrofagos para destruirem os agentes intracelulares (BOT, 1997). Este
é um importante parametro a ser observado uma vez que a atividade de linfécitos T é
amplamente utilizada para medir a eficdcia de diferentes tipos de vacinas, em particular
a vacina para influenza (ULMER, 1998; RIMMELZWAAN, 1997; BENDER, 1990;
TORRES, 1988).

Bender (1990) mediu a atividade de linfécitos T citotoxicos (CTL) em
camundongos balb-c infectados com virus influenza e/ou vacinados com vacinas
inativadas. Este estudo mostrou um aumento na eficicia da resposta imunoldgica
associada a um aumento da atividade de CTL quando animais jovens foram vacinados
num primeiro momento e revacinados quando adultos. Ulmer (1998) verificou um
aumento na resposta linfo-proliferativa Thl no bago apds reestimulagdo com antigenos
virais bem como um aumento na secre¢do de citocinas.

Embora o presente estudo ndo tenha se voltado para a avaliagdo dos efeitos pos-
vacinacdo, verificou-se que o uso do bioterdpico preparado a partir do virus integro,
bem como de timulina SCH em camundongos desafiados antigenicamente pode simular
esses efeitos, dando substrato experimental para uma discussdo sobre a plausibilidade
da sua utilizag@o em situacdes clinicas de interesse epidemioldgico.

A terceira fase da tese foi um estudo triplo cego, randomizado, placebo
controlado. Este estudo foi o primeiro a avaliar a prevencdo e eficécia clinica de dois

medicamentos homeopdticos, o bioterdpico integro 30DH e o IRA, comparados ao
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placebo. Como resultado importante salientamos o efeito profildtico dos bioterdpicos
uma vez que o ndmero de sintomas de infeccdo respiratéria aguda e gripe foram
menores em voluntdrios que receberam os medicamentos homeopdticos quando
comparados ao grupo placebo (Tabela 8).

O presente estudo indica que a ocorréncia de sintomas respiratdrios nas criangas
que receberam placebo apareceu mais tarde do que nas criancas que receberam os
medicamentos homeopadticos. Este resultado sugere que o uso de medicamentos
homeopaiticos pode ter levado ao aparecimento de sintomas patogenéticos, detectados
no primeiro més apds a administra¢do dos medicamentos, corroborando com os
resultados descritos anteriormente por outros autores (DANTAS, 2007; DOMINICI et
al., 2006).

Muitos medicamentos antivirais sdo normalmente prescritos para o tratamento
de gripe e sintomas respiratorios agudos. Jackson e colaboradores (2011) fizeram uma
revisdo sistemdtica para avaliagdo do potencial profildtico de antivirais alopdticos em
diferentes pacientes. Apesar dos autores registrarem resultados positivos obtidos neste
levantamento, eles sugerem a necessidade de estudos posteriores para populagdes
especificas mais susceptiveis como em idosos e criancas (JACKSON et al., 2011).
Shun-Shin verificou a existéncia de um efeito profilitico pds- exposicdo quando
inibidores da neuraminidase foram utilizados em pacientes pedidtricos. Entretanto, é
importante avaliar os riscos e o possivel aparecimento de cepas virais resistentes (Shu-
Shin et al., 2009). Além disso, alguns estudos indicam que estes medicamentos
tradicionais sdo responsdveis por uma série de efeitos adversos como dores de cabega,
eventos gastrointestinais, ndusea, vomitos e outros (PETERS et al., 2001; WELLIVER
et al., 2001; HAYDEN et al., 1999). Estes aspectos nos motivaram a investigar o

potencial profildtico de medicamentos homeopdticos através deste estudo clinico.
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O presente estudo indicou que as criangas participantes da pesquisa possuiam
caracteristicas socio-demogrificas e clinicas semelhantes, sugerindo que a
randomizacdo foi feita de forma correta (Tabela 6). Além disso, todas as criancas
apresentaram um perfil saudédvel e o nimero de criangas que abandonaram o estudo foi
homogéneo nos trés grupos (Figura 44).

A literatura mostra que sintomas isolados de gripe / infeccdo respiratria aguda
sdo muito comuns em criancas. Este ¢ um fator importante uma vez que estes pacientes
ficam suscetiveis a hospitalizagdo, visitas médicas e até mesmo ao uso de antibidticos
(IZURIETA et al., 2000; NEUZIL et al., 2000). Estudos mostraram que a gripe na
infincia tem um grande impacto econdmico para as familias uma vez que aumenta a
ausé€ncia na escola, leva a ausé€ncia dos pais no trabalho e induz o adoecimento entre
familiares devido a transmiss@o da infeccdo (HURWITZ et al., 2000; NEUZIL et al.,
2002; ESPOSITO, 2011).

Petrépolis, a cidade de escolha para este estudo clinico, é uma cidade fria e
umida o que favorece o aparecimento dos sintomas da gripe e infec¢do respiratdria
aguda. Além desses aspectos climdticos, as criangas que participaram do estudo
pertenciam a familias de baixo poder aquisitivo e eram todas atendidas pelo sistema
publico de sadde, adicionando um importante aspecto econdmico ao estudo. Apesar de
no Brasil ndao haver um estudo que mostre o custo de uma infeccdo desta para uma
familia, Esposito e colaboradores (2011) verificaram, na Itdlia, que este custo pode
chegar a aproximadamente € 132 / dia / crianca. Este ¢ um ponto importante a ser
considerado devido a realidade econdmica das familias atendidas pelo SUS no Brasil.
As solucdes homeopdticas testadas neste estudo sdo economicamente vidveis quando
comparadas a terapéutica tradicional usada para a gripe e sintomas respiratorios. Este

aspecto aumenta a importincia deste estudo clinico, considerando que 10 ml do
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medicamento custa aproximadamente R$ 3,50, o suficiente para o tratamento durante
um mes.

No ano anterior a este estudo clinico, o Sistema de Epidemiologia de Influenza
(Sivep_Gripe/Brazil) registrou que 9,5% do total de demanda hospitalar foi com a gripe.
Destas, 43,3% eram de criancas de 0 — 4 anos; 22,9% de criancas de 5 a 14 anos e
109% eram de pessoas de 15 a 24 anos (http://portal.saude.gov.br/portal/
arquivos/pdf/gve_7ed_web_atual_influenza.pdf, acesso em 11/04/2013). Estes dados
reforcam a importancia do estudo uma vez que hd uma grande suscetibilidade das
criancas a este tipo de infec¢@o e a necessidade de desenvolver novos medicamentos
como a homeopatia, com potencial profilatico e auséncia de eventos adversos.

A baixa incidéncia de eventos adversos em homeopatia ji foi demonstrada
anteriormente (ROSSI er al., 2009; SHAFEI et al., 2012; NAYAK et al., 2012). Neste
estudo, os efeitos adversos dos medicamentos foram coletados através de questiondrio
sem checklist para ndo influenciar nas respostas dos responsdveis. Este processo pode
ter contribuido para a auséncia de relatos sobre os efeitos adversos.

E importante ressaltar que as criancas que usaram os medicamentos
homeopaiticos apresentaram sintomas um més apds o0 uso, ou seja, em maio, semelhante
ao que ¢é observado nas pessoas que fazem uso de vacina tradicional, sintomas
provavelmente, devido a ativacdo do sistema imunoldogico. Em contraste, criancas que
receberam placebo, apresentaram esses sintomas trés meses apds iniciado o tratamento,
ou seja, aproximadamente em julho, quando a incidéncia de gripe em Petrépolis € alta
devido a chegada do inverno. Outro fato importante € que as criangas que receberam os
medicamentos homeopdticos apresentaram, em geral, somente um tUnico episédio de

gripe, enquanto que as criancas que receberam placebo tiveram, pelo menos, trés
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episodios. Estes resultados indicam que os medicamentos testados foram superiores ao
placebo, sugerindo um efeito profildtico contra a gripe (Tabela 7).

Apesar das dificuldades encontradas durante o estudo, o monitoramento das
criancas foi crucial para a andlise dos dados. Algumas outras limitagcdes incluem o
grande nimero de pessoas e profissionais envolvidos neste estudo clinico. Estas
limitacdes podem ter contribuido para o nimero de desisténcias (25,83%). Estas perdas,
entretanto, ficaram distribuidas de forma homogénea entre os grupos, mostrando,
novamente, a eficicia no processo de randomizacio (Figura 44). E importante ressaltar
que ndo houve nenhum caso de morte de criancas participantes do estudo.

A presente tese de doutorado trouxe importantes avancos acerca dos efeitos in
vitro, pré-clinico e clinico induzidos por bioterdpicos, do tipo nosddio vivo e inativado,
de influenza A em diferentes poténcias, 12DH e 30DH. Novos estudos utilizando outros
medicamentos homeopdticos devem ser estimulados a fim de avaliar o potencial

terapéutico homeopdtico.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese nos permitiram concluir que:

O bioterdpico de origem viral (H3N2) pode ser manipulado em 4dgua mantendo,
assim, a integridade viral;

O uso de solucg@o hidroalcodlica 70% como solvente do bioterdpico H3N2 lisa
completamente as particulas virais a partir da primeira dilui¢dao (1DH);

As modificagGes celulares e bioquimicas induzidas in vitro pelos bioterdpicos de
virus influenza variam em fun¢@o do tipo de bioterdpico (integro ou inativado)
assim como do protocolo de tratamento utilizado;

Os bioterdpicos integros (12DH e 30DH) promovem um aumento da capacidade
respiratéria maxima das células MDCK, sem modificar a respira¢do basal e o
consumo de oxigénio ndo mitocondrial;

Os bioterdpicos integros (12DH e 30DH) aumentam a atividade da enzima
citrato sintase e a hidrélise de ATP das células MDCK, provavelmente devido a
um aumento da biogénese mitocondrial;

O bioterdpico integro 30DH induz alteragdes bioquimicas tipicas da infeccdo
viral em células MDCK;

O tratamento com os bioterdpicos integro e inativado (30DH) ndo foi capaz de
alterar a liberacdo de 6xido nitrico de macréfagos RAW 264-7;

O tratamento com o bioterdpico integro (30DH) induziu maior liberacdo de
citocina TNF-a no sobrenadante de macréfagos J774GS;

Os bioterdpicos integro e inativado (30DH) ndo induziram resposta patogenética

nos camundongos Balb-c ap6s 21 dias de tratamento;
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e O pré-tratamento por 21 dias com o bioterdpico integro (30DH) seguido da
inoculacdo do antigeno de influenza A, induziram altera¢cdes morfoldgicas no
baco dos camundongos Balb-c, acrescidas de significativas modificagdes das
células envolvidas com a resposta imunoldgica dos animais tratados;

e Os bioterdpicos integro 30DH e IRA apresentaram efeito profiltico significativo
em relagdo ao placebo contra os sintomas da gripe e da infeccdo respiratdria

aguda quando criangas de 1 a 5 anos de idade foram avaliadas.
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de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro certifica que o projeto sob
sua coordenacdo e intitulado: “Avaliacdo in vivo dos efeitos sobre a reposta imune de um
bioterapico para influenza ”, onde € previsto protocolo com utiliza¢ido de animais, foi aprovado
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Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
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Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n° 730/10 Rio de Janeiro, 16 de setembro de 2010.
Da: Coordenadora do CEP

A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr. Carlos Jo§é Hoelz Magalhaes Lyric

Assunto: Parecer sobre Relatério Anual referente ao periodo de Jun/2209 & Jun/2010.

Referéncia: Projeto n° 194/08 — CEP

Titulo: “Estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado para avaliagéo da eficacia
clinica de bioterdpicos na prevengdo da gripe e de infecgdes respiratérias agudas.”

Sr.(a) Pesquisador(a),

Informo a V. S.a., que em reunido deste CEP realizada em 09/09/2010, foi apreciado e
considerado “APROVADO?”, o parecer sobre Relatério Anual refercnte ao periodo de Jun/2009 a Jun/2010,
referente ao Projeto de Pesquisa acima referenciado.

Atenciosamente,

C%.L N \\—’\ﬁ’\\ﬂ\
rof®. Alice Helena Dutra Violante

Coordenadora do CEP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: Estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo
controlado para avaliagdo da eficdcia clinica de bioterdpicos na prevencdo da gripe e de
infeccOes respiratorias agudas.

Essas informacdes lhe estdo sendo fornecidas para convidar seu(ua) filho(a) a participar
voluntariamente neste estudo que visa verificar a eficicia clinica de bioterdpicos para a
prevencao da gripe e de infeccdes respiratdrias agudas em criangas.

PROCEDIMENTOS: Neste estudo clinico serdo selecionados seiscentos individuos todos
cadastrados no Instituto Roberto Costa e pertencentes ao Programa de Sadde da Familia, da
cidade de Petrépolis, RJ (PSF/Petrépolis). A selecdo e a distribuicdo dos individuos participantes
desta pesquisa serdo feitas ao acaso, sendo esses individuos divididos em trés grupos, onde cada
grupo de 200 criangas com idade compreendida entre 1 e 5 anos, receberd 1 gota por idade, 1 vez
ao dia, das seguintes solucdes: Solugcdo placebo; Bioterdpico IRA 30DH; Bioterdpico
INFLUENZINUM RC 30DH. Os participantes e seus respectivos responsdveis seriao
acompanhados por Agentes de Satde do PSF/Petrépolis durante toda a pesquisa. Entretanto,
como o estudo serd do tipo duplo-cego, com o objetivo de se excluir qualquer influéncia pessoal
sobre os resultados da pesquisa, somente o Pesquisador Responsdvel terd acesso a composi¢cao de
cada um dos grupos envolvidos na pesquisa. As solu¢des serdo identificadas como solucdes A,
B, C e nem as familias dos individuos e nem os Agentes do PSF saberdo que solugdes estardo
sendo dadas. A administracido das solucdes serd feita uma vez ao dia, durante 30 dias, somente
no més de marco de 2009. Os responsdveis pelas criangas serdo previamente entrevistados e
estes dados, devidamente catalogados, estardo sob a guarda sigilosa do Dr. Carlos Lyrio, Médico
Homeopata e Pesquisador Responsdvel, e o proprio dard todas as orientagdes necessdrias aos
responsdveis das criancas tirando todas as dividas que porventura existirem, antes, durante e ao
final da pesquisa. As solucdes serdo fornecidas gratuitamente ndao havendo nenhum tipo de
despesa aos participantes. Os individuos serdo orientados quanto ao uso destas solucdes, que
deverdo ser previamente diluidas em uma colher de sopa de 4dgua filtrada. As familias envolvidas
com a pesquisa serdo acompanhadas por Agentes do Programa de Satde de Petrépolis assim
como por médicos envolvidos com a pesquisa, durante o més de margco para orientacdo e
acompanhamento do uso das solugdes. Este acompanhamento serd estendido por mais 11 meses,
uma vez que a pesquisa serd conduzida por 12 meses.

RISCOS E DESCONFORTOS: Nao haverd nenhum tipo de desconforto ou risco, nao havendo,
portanto, nenhum dano pessoal decorrentes dos procedimentos descritos acima.

BENEFICIOS: Caso os resultados obtidos nesta pesquisa indiquem que estes medicamentos
homeopdticos sdo benéficos a prevencdo da gripe e de infecgdes respiratdrias agudas em
criangas, os mesmos passardo a ser distribuidos de maneira gratuita, a todas as criangas, com
faixa etdria entre 1 e 5 anos, do municipio de Petrépolis.

USO DO PLACEBO: neste estudo faremos uso de placebo que serd uma solugdo de dlcool a
30% que é o veiculo dos bioterdpicos. Atualmente, ndo existe nenhum tipo de medicamento
disponivel no Sistema Unico de Satde para a prevencio de doencas, como gripe e infeccdes
respiratdrias agudas em criangas. Desta forma, os individuos que receberdo o placebo, ndo teriam
outra op¢do terapéutica profilatica a ser utilizada para essas doencas especificas. Além disso, se
houver o aparecimento de sintomas relacionados a gripe ou as infec¢des respiratorias nos



individuos que estiverem fazendo uso do placebo, os mesmos receberdo imediatamente
tratamento adequado para o tratamento destas doencas. Este tratamento serd disponibilizado pelo
ambulatério do Instituto Roberto Costa que possui infra-estrutura assim como estoque de
medicamentos especificos para ambos os problemas relacionados acima.

LIBERDADE PARA SE RECUSAR A PARTICIPAR OU RETIRAR SEU
CONSENTIMENTO: Caso seu(ua) filho(a) ou vocé como responsdvel queira recusar-se a
participar da pesquisa ou desistir de colaborar em qualquer momento, poderd fazé-lo sem que
isso venha causar qualquer tipo de problema ou afetar o atendimento que recebe atualmente no
Instituto Roberto Costa e/ou no Programa da Satde da Familia de Petrépolis.
CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Os resultados da avaliagdo do prontudrio e do
questiondrio do seu(ua) filho(a), serdo competéncia apenas do pesquisador responsavel pelo
projeto, Dr. Carlos Lyrio. Nao serd permitido acesso a terceiros, sendo garantida protecao contra
qualquer tipo de discriminacdo e/ou estigmatiza¢do do(a) seu(ua) filho(a). As informacdes que
fornecera serdo completamente sigilosas e nenhum dos participantes serd identificado quando os
resultados do trabalho forem apresentados. Centenas de pessoas estardo também participando da
pesquisa e seus dados serdo combinados com as dos outros participantes, sendo analisados pela
equipe envolvida com o projeto, que estd comprometida em utilizar os dados coletados neste
estudo somente para esta pesquisa.

DIREITO DE SER MANTIDO ATUALIZADO: E seu direito manter-se atualizado sobre o
andamento desta pesquisa e ao final de 12 meses, estes resultados estardo sendo publicados.
Vocé na qualidade de responsdvel legal do individuo envolvido em um dos grupos de estudos
terd livre acesso aos dados obtidos.

INDENIZACAO, RESSARCIMENTO DE DESPESAS E COMPENSACOES: A
participacdo do seu (a) filho(a) € completamente voluntdria € ndao haverd nenhum tipo de
indenizagdo, ressarcimento de despesas e compensacdes no decorrer desta pesquisa. O Instituto
Roberto Costa estard sempre disponivel a atender o seu(a) filho(a) durante toda o periodo da
pesquisa.

COMPROMISSO DO PESQUISADOR: o pesquisador responsdvel, assim como toda a sua
equipe, selecionada para a execucao deste trabalho, garantem que os dados obtidos apenas serdao
utilizados para fins de pesquisa, ndo havendo nenhum outro tipo de uso dos dados que serdo
coletados.

GARANTIA DE ACESSO: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis por esta pesquisa, nos enderecos e telefones abaixo:

Dr. Carlos Jose Hoelz Magalhaes Lyrio

Enderego profissional INSTITUTO ROBERTO COSTA, Departamento Académico. Rua
Alfredo Pacha, 100, Centro. 25685-210 — Petropdlis, RJ. Telefones: (24) 22468836 Fax: (24)
22468837. Cel: 24 9903-9501. Endereco eletronico carloslyrio @robertocosta.org.br

Dr. Haroldo José de Matos

Enderego profissional Universidade Estdcio de S&, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude.
Rua do Raichuelo, 43, Centro. 20560-001 - Rio de Janeiro, RJ. Telefone: (21) 25876478. Cel: 21
8755-9124. Endereco eletronico: hmatos @uerj.br

Dr. Carla Holandino Quaresma
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Centro de Ciéncias da Sadde, Bloco B, sub-solo, sala
011. Faculdade de Farmacia, UFRJ. CEP: 21941-902. Telefones: (21) 2280-1784, R: 255. Cel:



(21) 99084370. Endereco Residencial: Rua Desembargador Isidro, 155 apto. 402, Tijuca. Tel:
(21) 2238-8043. CEP: 20521-160. Endereco eletronico: cholandino @yahoo.com

Se voce tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a €tica da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — sala 01 D — 46 — primeiro andar, telefone: (21) 2562-2480
— email: ccp @huctf.ufrj.br

TERMO DE CONSENTIMENTO
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées sobre o estudo

acima citado que li ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com o Dr. sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, e a auséncia de desconfortos ou riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas
e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessdrio. Concordo
voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta Instituicdo.

Nome do Paciente

Data / /

Assinatura do responsavel pelo paciente

Data / /

Assinatura do pesquisador

Em caso de responsdvel analfabeto, semi-analfabeto ou portador de defici€éncia auditiva ou
visual:

Data / /

Assinatura do representante legal



