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RESUMO

Introducdo: O principal desconforto em relagdo a homeopatia esta relacionado ao
seu mecanismo de acdo e embora existam muitas hipoteses sobre como o
medicamento homeopatico age no organismo ainda ha lacunas a serem
preenchidas. Objetivo: Correlacionar os padrées de efeitos biolégicos ja descritos
com os padrdes fisico-quimicos do Antimonium crudum (AC), a fim de langar uma
pista sobre o estudo dos mecanismos de acédo. Métodos: Antimonium crudum foi
utilizado nas diluicbes 6 cH, 30 cH e 200 cH para verificar a morfologia das
particulas presentes no sistema dinamizado por meio de microscopia eletrénica de
varredura e também da condutividade das amostras. O padrdo de cada diluigao
também foi analisado através da interacdo entre os sistemas homeopaticos e os
corantes solvatocromicos (ET33 e BDN) pela leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro UV-visivel. Resultados: A analise morfolégica de amostras de
Antimonium crudum no microscopio eletrénico de varredura revelou que o tamanho
€ 0 numero de microparticulas eram menores em 30 cH do que em 6 cH, sendo que
a maioria em forma de meia-lua. No entanto, a dinamizagcao de 200 cH apresentou
grandes (mas pouco frequentes) aglomerados dessas particulas. A condutividade foi
menor no veiculo (30% de alcool), em comparagdo com as poténcias (diluicbes
homeopaticas) 6 cH, 30 cH e 200 cH (p=0001), sendo a condutividade em 200 cH
superior as demais poténcias (p=0,008). Os resultados apontam para a possibilidade
de eventuais efeitos inespecificos na fagocitose nos casos de estudos in vitro. Os
dados obtidos da espectrofotometria revelam que houve aumento nos picos de
absorbancia em comprimentos de onda determinados para cada corante quando
comparamos os medicamentos nas poténcias 30 cH e 200 cH e os controles (agua
pura e agua dinamizada). A poténcia 6 cH mostrou efeitos similares aos controles.

Discussdo e conclusdo: Os dados obtidos na condutancia e na espectrofotometria

corroboram a hipotese de interagdo eletrbnica entre as moléculas de agua das
preparagdes. Assim sendo, a avaliagao global dos resultados sugere a existéncia de
um marcador eletrénico associado aos efeitos bioldgicos de altas diluicbes de
Antimonium crudum e reforga a necessidade de mais estudos sistematicos sobre tais

variaveis.

Palavras-chave: Homeopatia. Condutancia. Marcador eletrénico. Antimonium

crudum.



ABSTRACT

Introduction: The main discomfort regarding homeopathy is related to its mechanism
of action and, although there are many hypotheses about how the homeopathic
medicine acts in the body, there are still gaps to be filled. Objective: To correlate the
biological effects patterns already described with the physicochemical patterns of
Antimonium crudum (AC), in order to throw some clues to the study of the
mechanisms of action. Methods: Antimonium crudum was used in the dilutions 6 cH,
30 cH and 200 cH to verify the morphology of the particles present in the dynamized
system, by means of scanning electron microscopy and also the conductivity of the
samples. The standards of each dilution were also analyzed through the interaction
between homeopathic systems and solvatochromic dyes (ET33 and BDN) by reading
the absorbance in the UV-visible spectrophotometer. Results: The morphological
analysis of Antimonium crudum samples in the scanning electron microscope
revealed that the size and number of microparticles were smaller in 30 cH than in 6
cH, most of them in the form of a half-moon. However, AC 200 cH presented large
(but uncommon) clusters of these particles. The conductivity was lower in the vehicle
(30% alcohol), compared to the potencies (homeopathic dilutions) 6 cH, 30 cH and
200 cH (p=0001), the conductivity being 200 cH higher than the other potencies
(p=0.008). The results point to the possibility of possible non-specific effects on
phagocytosis, in the case of in vitro studies. The data obtained from
spectrophotometry revealed that there was increase in the absorbance peaks at
wavelengths determined for each dye when comparing the drugs in the potencies 30
cH and 200 cH and the controls (pure water and dynamic water). Potency 6 cH

showed similar effects to controls. Discussion and conclusion: The data obtained by

conductance and spectrophotometry methods corroborate the hypothesis of
electronic interaction among the water molecules. Thus, the overall evaluation of the
results suggests the existence of an electronic marker associated with the biological
effects of high dilutions of Antimonium crudum and reinforces the need for more

systematic studies on such variables.

Keywords: Homeopathy. Conductance. Electronic marker. Antimonium crudum.
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1 INTRODUCAO
1.1 Histérico

A palavra homeopatia vem do grego (homoios = semelhante e pathos =
doenca) e traz em si o conceito que é a base desta ciéncia, o principio proposto por
Hipocrates “similia similibus curantur’, ou seja, “semelhante cura semelhante”.
Criada por Christian Friederich Samuel Hahnemann, a homeopatia foi inicialmente
organizada como uma doutrina. Mesmo assim nasce com conceito inovador: 0 uso
de doses extremamente diluidas capazes de capturar o “espirito medicinal” da
substancia de origem. Mesmo quebrando paradigmas tal ideia foi inspirada nos

conceitos tradicionais da alquimia (Bonamin, 2016).

Os efeitos terapéuticos das drogas homeopaticas, mesmo em doses
ultradiluidas, tém sido demonstrados em estudos experimentais (Bonamin, 2015;
Endler et al., 2015; Lopes et al., 2016; Bagai et al., 2014, Rodrigues de Santana, et
al., 2014). Contudo, dada a sua particular farmacotécnica chamada de
“dinamizagao”, a qual é baseada na diluicdo seriada centesimal (C, CH), ou decimal
(D, DH), seguida por agitacao vertical e ritmica repetida 100 vezes (de forma manual
ou mecanica, Figura 1), a homeopatia ainda causa desconfianga na sociedade
cientifica (Pakpoor J, 2015) pois, muitas vezes, as diluigdes ultrapassam o numero

de Avogadro.

Dessa forma, o principal desconforto em relagdo a homeopatia esta
relacionado ao seu mecanismo de agao, pois, como ja sabido, acima de doze
diluicbes seriadas centesimais de uma preparacédo a 1 Molar (1 M), também
representado por 12 cH, matematicamente ndo seria mais possivel identificar
moléculas da droga inicial responsavel por promover qualquer agao farmacolégica
classica. Assim, a grande questdo acerca da homeopatia €: como estas dilui¢coes,
cada vez mais distantes do numero de Avogadro (6,02 x 1023) sdo capazes de
promover respostas bioldgicas que levam ao retorno da homeostase corporal, e
quais os mecanismos envolvidos neste processo? Foi este terreno de duvidas que
nos motivou a trabalhar sobre as hipoteses atualmente propostas para explicar os

possiveis mecanismos destas preparacoes.
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Fonte: Google imagens, 2017 - https://goo.gl/5vgjHn.

Figura 1. Representacdo das técnicas de diluicdo. A imagem (A) representa a técnica de
diluicdo decimal de Hering representada por (D, DH); A imagem (B) representa a técnica

Hahnemaniana de diluicdo centesimal, representada por (C, CH).

1.2 Ultradiluigoes

Daqui em diante ndo se usara mais a palavra homeopatia para se referir as
preparagdes que ultrapassaram ou estdo muito proximas do numero de Avogadro.
Passar-se-a entdo a chama-las de ultradiluigdes (UHDs) que conceitualmente
indicam solugdes com doses infinitesimais impossiveis de serem quantificadas.
Assim sendo, aceitamos que nado se pode quantificar o numero de moléculas
presentes nas UHDs e, consequentemente, deixamos de lado o conceito de chave e
fechadura da farmacologia classica, onde a presenga de uma molécula se faz
imprescindivel para buscar uma nova forma de entender como as UHDs atuariam
nos organismos vivos. Possivelmente a explicagdo que tanto buscamos esteja no
comportamento fisico-quimico destas preparagdes, em especial do solvente utilizado
nas dinamizagdes. Por isso sua compreensao requer, antes de mais nada, um olhar

diferente.

E através da “Teoria dos Significados Corporais” (TSC) proposta por

Madeleine Bastide e Agnés Lagache em meados dos anos 80, e dos conceitos de
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semidtica de Charles S Pierce, do inicio do século XX, que podemos construir uma
base de raciocinio sobre como as UHDs poderiam interagir com o sistema biologico.
A TSC trata exatamente sobre formas de comunicagao entre sistemas vivos que nao
se referem nem a comunicagao verbal (simbdlica), nem a comunicagdo mecanicista
(troca de moléculas entre compartimentos) (Bonamin et al., 2008). A concepgao
desta teoria facilitou muito a construgdo de modelos e desenhos experimentais, uma
vez que o estabelecimento do conceito de “mediador” da comunicagéo,
possivelmente de natureza ndo quimica, abriu espagos para o estudo minucioso das
propriedades fisicas do solvente usado nas UHDs e nas vias de sinalizacao
intracelulares que poderiam sofrer interferéncias pelas mesmas. Em resumo, como
as UHDs poderiam agir nos sistemas vivos? Seriam elas realmente capazes de
restabelecer a comunicagao harménica entre os diferentes constituintes celulares?
Desempenhariam, de fato, este papel de reequilibrar ou interferir nas comunicagdes

enddégenas? Diversas hipoteses tém sido investigadas nesse momento.

1.3 Hipoteses

A formulagdo de hipoteses é um passo fundamental para conseguirmos,
talvez, uma pista sobre como esta transferéncia de informacdao é passada aos
sistemas vivos. Precisar-se-a estudar as propriedades fisico-quimicas do soluto e do
solvente, entender suas caracteristicas e como se comportam quando juntos, num
sistema liquido, entender como buscam o equilibrio e, por fim, como interferem nos
sistemas biologicos a fim de produzir um estimulo capaz de indicar novamente a

retomada do equilibrio perdido (Bellavite et al., 2014 a,b).

O fendbmeno da epitaxia, conhecido como a transmissdo de informagao
através da sobreposicao do substrato sobre uma estrutura molecular modificada, é
uma das hipoteses que procura explicar a homeopatia em fungao da silica liberada
dos frascos de vidro borosilicados durante o processo de dinamizagao, a qual seria
capaz de interagir com diversas proteinas, particulas em suspensdo e células,
conduzindo, assim, a informacao da substancia inicial para as células. Porém, esse
tema ainda é pouco explorado nos estudos sobre homeopatia (Bell et al., 2015).
Ocorre que tais complexos seriam progressivamente removidos ao longo das

diluigdes. Assim, podemos hipotetizar que a silica per se talvez néo seja responsavel
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pelo carreamento das informacdes e, sim, que mudancas eletrénicas da molécula do
solvente, provavelmente a agua, sejam capazes de organizar as moléculas em
padroes estaveis, de acordo com o substrato diluido, embora as ligagdes entre elas

sejam, per se, extremamente instaveis (Elia et al., 2014).

De acordo com Dalboni (2016), a “hipotese da silica” perde forga pois, em seu
trabalho, demonstrou-se que mesmo em preparagdes onde particulas de silica ndo
foram identificadas na solugdo, o efeito biolégico do arsénico ultradiluido foi
observado em ensaios sobre a atividade de macrofagos RAW 264.7 in vitro. Por
outro lado, Chickramane et al. (2010, 2017) concluiram que, de acordo com a
quantidade de dinamizagbes, as nano-particulas (NPs) apresentam tamanhos
irregulares, sendo capazes de produzir efeitos caracteristicos de hormesis (curva
dose-efeito em forma de sino) em células mantidas em cultura, verificados pelo
ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazdlio), a partir de
diferentes medicamentos, em diferentes poténcias. Contudo, a hipétese do grupo de
Chickramane ainda guarda reservas, pois nao ha evidéncia de especificidade de

efeitos segundo a matéria-prima de partida.

A agitacdo pela qual a preparagao é submetida promove a movimentagéo
“desordenada” das moléculas de agua e favorece a formagao de nanobolhas que,
embora se formem espontaneamente durante a dinamizagéo, apresentam um papel
crucial na interagdo entre o soluto e o solvente. Segundo Demangeat (2015), as
nanobolhas acabam por “envolver’” o soluto formando o que ele chama de
“superestruturas”, as quais se organizam durante o processo de dinamizacgao,
“protegendo-0” entre as moléculas de agua e, portanto, propagando a informagéo do

mesmo através das dilui¢des.

Recentemente outras evidéncias tém sido mostradas sobre as propriedades
dielétricas da 4agua, em especial sobre mudangas nos padroes de eletro-
condutividade do veiculo apds o processo de dinamizacao (Elia et al., 2014; Verdel
et al., 2012). Tomando por base que cada substancia diluida tem uma caracteristica
propria e que a caracteristica do soluto sera sempre a mesma, possivelmente a
resposta almejada esteja comegando a ser desvendada. Podemos supor que o
soluto imprima no solvente uma “marca propria”. Mas, lembrando que acima da
poténcia de 12 cH ndo encontramos mais nenhum vestigio do soluto, de que marca

estariamos falando? Podemos propor, entdo, que quem carregaria a informacéao a
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partir do soluto diluido seriam as particulas diversas encontradas nestas solucdes
e/ou os proprios clusters de agua (ou nano-estruturas) formados no processo de
dinamizacdo. Mesmo sendo estes clusters instaveis e efémeros, seus padrdoes de
organizagdo podem ser constantes (Fedorets et al., 2017). Comparativamente, a
membrana plasmatica celular € uma estrutura dindmica, em continuo processo de
renovagao, e seus constituintes ligam-se e desligam-se a todo momento. Mas sua

organizagao basica € invariante ao longo de toda a vida da célula.

Todas estas hipdteses tém lacunas e falhas na explicagdo do processo de
transferéncia da informacao e, entdo, ao voltarmos a olhar para o soluto, a unica
substancia que muda em cada preparagdo homeopatica, podemos comegar a
pensar numa possivel “marca eletrénica” impressa no solvente. Essa é a base da
hipétese de Steven Cartwright (2016; 2017). Importante notar que “marca eletrénica”
€ totalmente diferente do conceito de energia ou entrelagamento quantico, que muito
ja foi discutido para explicar a acdo das UHDs nos sistemas bioldgicos (Molski, 2010;
Schulte, 2015). E preciso retomar os conceitos basicos da fisica sobre elétrons,
como eles se distribuem espacialmente e como conferem a cada elemento quimico
uma carga eletronica especifica, podendo as moléculas serem mais positivas ou
mais negativas em funcao de suas interagdes; pois, de acordo com essa hipotese,
sao estes elétrons que irdo definir o comportamento de ligacdo de cada elemento ou
substancia com o solvente utilizado (no caso dos medicamentos homeopaticos, uma
solugao hidro-alcodlica ou a propria agua). Da mesma forma esses elétrons devem
definir o comportamento do solvente em si, quando em diluicbes acima do numero
de Avogadro, em relagcdo ao meio aquoso das estruturas biolégicas que estdo em
contato. No caso do modelo de Cartwright, os corantes polares substituiiam o meio
aquoso celular nessas interagdes, acusando tais mudancas eletrbnicas por

alteracdes de cor, perceptiveis em um espectrofotdmetro suficientemente sensivel.

Segundo Cartwright (2016; 2017) podemos definir o padrdo de cada UHD
utilizada através da espectroscopia UV-visivel, apoiada no uso de corantes
solvatocrbmicos ou polares que apresentam sensibilidade suficiente para
demonstrar diferenga nos espectros de absorbancia, mesmo que esta seja minima.
Tal sensibilidade € possivel pois os corantes apresentam algum grupo de elétrons
que conferem polaridade variavel a molécula. A presenga de grupamentos doadores

ou aceptores, como ocorre nos corantes solvatocrémicos, € uma outra caracteristica
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igualmente sensivel, mas ndo obrigatéria para identificar padrées do solvente. E
entdo através da interagcdo entre a nuvem de elétrons destes corantes e as
diferentes poténcias das UHD’s que sao visualizadas diferengas nos espectros de
absorbancia. Trata-se de um método de baixo custo e de facil execugdo, o que o

torna muito interessante (Cartwright, 2017).

1.4 Antimonium crudum

O Antimonium crudum € obtido a partir do mineral sulfeto de antiménio
(Sb2S3), encontrado em rochas na Franga e preparado como matriz homeopatica
segundo a Farmacopéia Homeopatica Brasileira 32 Ed (ANVISA, 2011). A escolha do
Antimonium crudum para toda a série de estudos foi feita respeitando o conceito de
génio epidémico, ou seja, a escolha do medicamento cuja patogenesia contempla
grande parte dos sintomas de uma determinada populagdo doente, no caso, a

leishmaniose cutanea.

Os estudos prévios obtidos pelo nosso grupo mostraram que a administragao
de Antimonium crudum 30 cH em camundongos BALB-c foi capaz de reduzir
significativamente o processo inflamatorio provocado pelo parasito no local da
infeccado (Santana et al., 2014). Tal resultado foi explicado em estudos subsequentes
in vitro, em que co-culturas de macréfagos RAW 264.7 e Leishmania amazonensis
mostraram inibicdo no pico de MCP-1 apdés o tratamento das mesmas com
Antimonium crudum 30 cH. Os efeitos do Antimonium crudum 200 cH se mostraram
ainda mais interessantes pois, embora tenha-se observado o espraiamento do
macrofago nas primeiras horas, o principal resultado obtido foi o aumento
exponencial e tardio da producdo de VEGF, o que indica provavel polarizacao dos
macrofagos de M1 para M2 (Rodrigues de Santana et al., 2017). Curiosamente, o
Antimonium crudum 6 cH nao produziu efeitos significativos nesse modelo
experimental (Santana et al., 2016). Outros trabalhos com diferentes UHD s também
demonstram efeitos modulatérios no sistema imune frente a infeccao com diferentes
espécies de Leishmania (Nascimento et al., 2017 e Cajueiro et al., 2017), o que
fortalece a ideia de que a interacdo do organismo com diferentes poténcias
homeopaticas leva a modificagbes importantes na evolucdo da infecgdo e de
processos bioldgicos relacionados.
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A consisténcia entre os resultados obtidos com Antimonium crudum in vitro, in
Vvivo e sua convergéncia com as indicagdes clinicas deste medicamento nos motivou
a estudar os aspectos fisico-quimicos do mesmo, nas poténcias previamente

descritas.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é caracterizar eletricamente, espectroscopicamente
e ultraestruturalmente diferentes diluicbes do medicamento homeopatico
Antimonium crudum; bem como correlacionar seus padrdes fisico-quimicos com os
padrées de efeitos bioldgicos ja descritos, a fim de langcar uma pista sobre o estudo

dos mecanismos de ac¢ao envolvidos.
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3 METODOS

3.1 Etica

Por se tratar de estudo 100% in vitro utilizando apenas analises fisico-
quimicas dos medicamentos, a aprovacdo do comité de ética da UNIP né&o foi
necessaria (conforme normativas publicadas pelo CONCEA). Declara-se, portanto,

que este projeto ndo envolve o uso de animais.

3.2 Fracionamento e analise da agua pura

Anteriormente a todos os experimentos descritos ocorreu a preparagao e

analise da agua utilizada nas dilui¢des do Antimonium crudum.

A agua pura, obtida por osmose reversa, foi fracionada em trés frascos de
vidro com capacidade de 100 mL e levada a autoclave para garantir sua esterilidade.
Apos este procedimento, a agua foi aliquotada novamente em fluxo laminar para ser
filtrada e assim ser utilizada na diluicdo do Antimonium crudum. O pH da agua foi

medido, sendo igual a 7.0.

Analises preliminares da dgua por microscopia eletrénica determinaram todos

os procedimentos realizados em sequéncia.

3.3 Preparo das ponteiras

Todas as ponteiras utilizadas foram limpas de microparticulas através da
utilizacdo de acetona pura. As ponteiras foram colocadas num frasco Becker e
cobertas por acetona pura para passarem pelo sonicador por um periodo de 30
minutos. Esse procedimento foi capaz de limpar as superficies contaminadas por
microparticulas que possam interferir nos resultados. Apds os 30 minutos, as
ponteiras foram retiradas da acetona e levadas a capela de fluxo laminar para secar

e passar pela luz UV durante 15 minutos, a fim de serem esterilizadas.
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3.4 Preparo dos sistemas homeopaticos

Para cada experimento foram preparados apenas 10 mL de Antimonium
crudum em trés poténcias diferentes 6 cH, 30 cH e 200 cH. A preparagao do
medicamento obedeceu a técnica de diluicdo Hanemaniana (1:100) utilizando
frascos de vidro ambar, tipo Il, conforme padrao estabelecido pelas farmacias
homeopaticas comerciais. A fim de garantir precisdo nas analises os frascos de vidro
foram previamente esterilizados na autoclave e as diluigdes foram feitas na capela

de fluxo laminar para evitar contaminagéao durante o procedimento.

As matrizes 5 cH, 29 cH e 199 cH foram preparadas em solugao
hidroalcodlica 30% em farmacia homeopatica credenciada na ANVISA. A ultima
diluicdo foi feita no préprio laboratério de pesquisa, na véspera do experimento,
utilizando a agua previamente preparada, em condigdes estéreis e aparelho
dinamizador Denise (AUTIC®). Sempre respeitando as normativas da Farmacopeia

Homeopatica Brasileira, 32 edicao (2011).

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por energia
dispersiva de raios X (EDS) (JEOL 6510®)

A identificacdo de microparticulas no sistema homeopatico foi feita através de
analise ultraestrutural em MEV acoplado ao EDS (JEOL 6510%); técnica que consiste
na microevaporacdo das amostras liquidas sobre uma superficie plana, resultando
na sedimentacao das microparticulas para analise, através da microscopia eletronica

de varredura.

As preparacgdes de Antimonium crudum foram aliquotadas, em duplicata, em
microtubos plasticos do tipo Eppendorff® com capacidade de 1000 pL. Cada aliquota
de 500 pL foi submetida a centrifugacdo a 10000 rpm por 60 minutos, para
sedimentagao das microparticulas. Em seguida, foram recolhidos 10 pL do fundo do
microtubo de cada amostra e depositado sobre a plataforma plana, denominada

stub, sem espalhamento da gota.

Cada stub foi previamente limpo com acetona pura seguindo o mesmo
protocolo que as ponteiras junto ao sonicador. Os stubs contendo as amostras foram

mantidos em uma placa de Petri fechada dentro da estufa de secagem. Apds a
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completa evaporacdo do solvente, os stubs foram analisados no equipamento
MEV/EDS (JEOL 6510®), onde 30 particulas por stub foram randomicamente
selecionadas para analise. As imagens das mesmas foram capturadas em aumento

de 10 micrémetros.

3.6 Analise da intensidade de corrente elétrica

A leitura da condutividade foi feita através de microamperimetro (Ryodoraku®).
Para realizar esta técnica € necessario manter telefones celulares e equipamentos
eletrdnicos distantes do local da medigao, pois estes podem interferir na medida da
condutividade, segundo informagbes do fabricante. Assim, os experimentos foram
feitos em fluxo laminar, com a menor presencga de luz possivel, em triplicata, duas a
trés vezes ao dia. As condigdes do ambiente (temperatura e umidade) foram

monitoradas a cada repeticdo, sendo constatada sua regularidade.

Para realizar a leitura de condutividade das amostras foi necessario adaptar o
aparelho sobre uma base de modo que tivessemos um padrao da distancia e
tamanho dos eletrodos. Os eletrodos (30x40mm) foram transfixados em base fixa de
cera nao condutora (com 1 cm de espessura), ligados aos terminais em “jacaré” do
aparelho, os quais foram presos aos canhdes dos eletrodos a 45° e mantidos acima

da base da cera (Figura 2).

Figura 2. Montagem do suporte dos eletrodos. Usado para medida da condutividade das

amostras de medicamentos.
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O aparelho foi calibrado antes de cada experimento. A calibracdo é feita
prendendo um eletrodo ao outro (gerando um curto-circuito) e regulando, através do
botdo central, a medida de 200 pA. A confirmacdo da estabilidade das amostras é
feita pela medida da condutividade da agua pura, que gerou um resultado igual a
100 pA, com desvio de 5%. Seguidos estes passos, o experimento foi iniciado,
anotando a temperatura e umidade do fluxo laminar, bem como a hora e data de

cada experimento.

Utilizou-se o criotubo de fundo plano contendo a aliquota das amostras até o
encaixe perfeito das agulhas, sem que as mesmas tocassem as paredes ou o fundo
do tubo. Aguardou-se alguns segundos para estabilizar a medicdo e anotou-se o
valor lido pelo aparelho para cada amostra. No intervalo de cada medicao fez-se a
limpeza das agulhas por meio de gaze seca para minimizar possiveis interferéncias
entre as amostras. As amostras utilizadas foram: alcool de cereais 30% (veiculo),

Antimonium crudum 6 cH, Antimonium crudum 30 cH e Antimonium crudum 200 cH.

3.7 Analise da polaridade por corantes solvatocromicos e espectroscopia de

luz visivel

A analise fisico-quimica foi feita através do espectrofotometro (FEMTO 800
XI®, Sao Paulo, Brasil, Figura 3). O espectrofotémetro foi ajustado de acordo com o
meétodo descrito por Cartwright (2016). Para isso, a varredura do equipamento foi
ajustada entre 350 e 800 nm, com resolugdo de 1 nm. As condi¢des do ambiente
(temperatura e umidade) foram anotadas no inicio do experimento e a cada meia
hora, sequencialmente. As leituras da absorbancia foram salvas em planilhas Excel®

para analise estatistica posterior.
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Figura 3. Espectrofotdbmetro. Utilizado na anélise de polaridade por corantes solvatocrémicos.

As amostras representadas estao imersas no corante ET33.

Toda manipulagédo dos corantes e sua interagdo com os medicamentos foram
feitas em fluxo laminar com a menor presenga de luz possivel. Somente a leitura das
amostras foi realizada fora do fluxo laminar por uma questao pratica, mantendo-se a
estante com as amostras embaladas em papel aluminio, em uma gaveta fechada,
até o momento de cada medida, para evitar o contato das mesmas com a luz, uma

vez que os corantes sdo sensiveis a ela.

Para esta analise optou-se pela utilizacao de cubetas descartaveis ao invés
de cubetas de quartzo, a fim de otimizar o tempo do experimento e reduzir possiveis
contaminagdes entre as amostras. As cubetas descartaveis também passaram por
um processo de limpeza antes do uso, onde foram mergulhadas em alcool absoluto
e deixadas no sonicador por 15 minutos, para remogao de quaisquer particulas
contaminantes que pudessem estar presentes nas suas paredes; posteriormente
foram emborcadas no interior do fluxo laminar sobre uma folha de aluminio limpa

com alcool 70%, para que secassem antes do experimento.

A agua pura e o alcool absoluto utilizados neste experimento foram
previamente centrifugados por 1 hora a 4000 rpm em tubos de 50 mL, a fim de
limitar as particulas consideradas interferentes, descartando-se o sedimento com as
particulas mais pesadas. Dessa forma, transferiu-se cuidadosamente, para evitar a
movimentagao do liquido, 40 mL da fase superior da agua e do alcool, conforme o
caso, para tubos plasticos estéreis com o auxilio de uma seringa e filtro de 22 ym.
Esta agua foi, entdo, utilizada para preparar a ultima poténcia das preparacdes
homeopaticas, a partir da matriz comercial preparada em solucao hidroalcodlica (ver
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item 3.4).

Os dois corantes utilizados foram preparados em fluxo laminar e também
filtrados antes do inicio da analise em filtro de 22 um, evitando qualquer interferéncia

de particulados (Figura 4).

O corante BDN - ((4- (Bis- (4- (dimetilamino) fenil) metileno) -1 (4H) -
naftalenona) - (PM = 394,5 g) foi diluido numa soluc&o hidroalcodlica 65%, devido a
sua baixa solubilidade em agua pura. Foi deixado em repouso por 1 hora, no fluxo
laminar, embalado em papel aluminio, até completa dissolu¢do. A concentragdo final
deste corante foi 80 uM (1,9 mg/60 mL). O corante ET33 — (2,6-Dicloro-4- (2,4,6-
trifenil-piridinio-1-il) -fenolato) - (PM = 468,3 g) foi diluido em etanol absoluto numa
solugdo 245 pM (6,9 mg/60 mL). As concentragcdes foram determinadas conforme
descrito por Cartwright (2016). O etanol absoluto foi utilizado como “branco” para
determinar a linha-base de absorbancias do equipamento utilizando o mesmo

espectro de luz UV visivel (350 — 800 nm).

Todas as analises foram feitas em ftriplicata. Transferiu-se 2,95 mL de cada
corante para as cubetas e 50 yL de cada amostra a ser testada, ou seja, da
preparagao de Antimonium crudum nas poténcias 6, 30 e 200 cH (feitas em agua, na
véspera) e respectivos controles: agua pura, agua pura dinamizada e corante puro. A
agua utilizada como controle foi obtida do mesmo lote de agua pura e processada

usada na diluigdo das matrizes.

Figura 4. Filtragem do corante ET33 em fluxo laminar. Apds a filtragem, o mesmo foi mantido

embalado em papel aluminio até o0 momento do uso.
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3.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa IBM SPSS, versédo 21.0
e o programa GraphPad Prism, versao 6.0, para o Windows™. A normalidade foi
avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e avaliada por inspe¢do de gréficos
quantil-quantil (Q-Q plot). A homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste de
Levene e a correcdo de Welch foi aplicada a ANOVA em casos de néo
homogeneidade. Os outliers foram avaliados por meio da inspec¢ao do box plot Q-Q

e foram removidos se necessario.

Os resultados foram avaliados por meio de ANOVA de uma via com
diferentes poOs-testes (Dunnett, Tukey ou Games-Howell) dependendo da
circunstancia. O eta-quadrado parcial (n?), uma medida do tamanho do efeito,
também foi relatado no caso das absorbéancias. Este parametro foi particularmente
atil para variaveis apresentando grandes valores de desvio e analises com valores

p” que poderiam levar a erros de tipo | (rejeigdo de uma hipdtese nula verdadeira)

ou Il (retencdo de hipoteses nulas falsas).

O nivel de significAncia foi fixado em a = 0.05 e os graficos foram elaborados

utilizando o software Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por energia
dispersiva de raios X (EDS) (JEOL 6510®)

Abaixo se encontram os resultados obtidos no MEV/EDS representados pela
porcentagem de atomos presentes nas preparacées homeopaticas (Tabela 1).
Observou-se distribuicdo randémica de diferentes elementos quimicos entre as
particulas nos diferentes medicamentos. Nao houve predominio de nenhum
elemento especifico, em nenhuma amostra analisada, capaz de justificar os
resultados obtidos nos ensaios bioldgicos prévios (Santana et al., 2014, 2017,

Nascimento et al., 2017).

A representagao grafica da frequéncia relativa dos elementos quimicos entre

as particulas esta expressa na Figura 5.

As imagens das particulas identificadas sobre os stubs, a partir das amostras
de agua, Antimonium crudum 6 cH, 30 cH e 200 cH mostraram grande variagéo
morfolégica. Na agua pura, foram observadas um grande numero de particulas
alongadas, em formato de meia-lua. Uma imagem semelhante foi identificada nas
amostras de AC 6 cH. A preparacado de AC 30 cH, por sua vez, mostrou particulas
maiores e mais arredondadas, o que sugere certa aglomeragao entre elas ao longo
das diluicdes sucessivas. Da mesma forma, grandes concre¢des foram vistas no

sedimento das preparagdes de AC 200 cH (Figura 7).
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Tabela 1. Analise da frequéncia relativa de diferentes elementos quimicos na composi¢do das

microparticulas encontradas no sedimento de agua, Antimonium crudum 6 cH, 30 cH e 200 cH, apds

ultracentrifugagcédo. As analises foram feitas em microscépio eletrénico de varredura (JEOL 6510®)

seguida de espectroscopia de dispersdo de energia (EDS) para identificagcdo dos elementos de

superficie. Os valores estao representados pela porcentagem de particulas que apresentavam cada

um dos elementos (N=15-30).

Elemento

C

O

Pb

Na

Zn

Pr

Au

Cl

Si

Al

Ca

Be

Mo

Agua pura
87,13
87,13
50,50
0,99
2,97
8,91
1,98
0,00
1,98
0,00
0,99
4,95
0,00
0,00
0,00

0,00

Ac 6 cH

93,44
88,52
67,21
0,00
3,28
13,11
0,00
1,64
0,00
0,00
3,28
4,92
0,00
3,28
0,00

1,64

Ac 30 cH
100,00
97,78
4,44
42,22
22,22
4,44
26,67
20,00
0,00
0,00
8,89
0,00
2,22
0,00
0,00

0,00

Ac 200 cH
97,78
97,78
53,33
11,11
11,11
6,67
0,00
4,44
15,56
13,33
0,00
2,22
2,22
0,00
2,22

0,00

Média
94,59
92,80
43,87
13,58
9,90
8,28
7,16
6,52
4,38
3,33
3,29
3,02
1,11
0,82
0,56

0,41
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Figura 5. Box-plot representando a frequéncia relativa de diferentes elementos quimicos.
Andlise da distribuicdo dos diferentes elementos entre as particulas identificadas no sedimento dos
medicamentos analisados e na amostra de agua pura, usada na diluicdo final das preparagdes

homeopaticas.

Dessa forma, o formato e o tamanho das particulas observadas nas diferentes
preparacdes parecem ser mais relevantes na diferenciacdo dos medicamentos do

que sua composi¢ao quimica.
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Agua pura Antimonium crudum 6 cH

Antimonium crudum 30 cH Antimonium crudum 200 cH

o] PR (o e PO

Figura 6. Ultraestrutura das particulas em fotomicrografias digitais obtidas pelo MEV JEOL
6510®. Aumento de 10 ym do sedimento dos medicamentos analisados colhidos a partir da
centrifugagao dos mesmos. A numeragdo em azul representa os pontos selecionados ao acaso para

a caracterizagdo da composi¢ao quimica das particulas pelo sistema EDS.

4.2 Analise intensidade de corrente elétrica

A intensidade de corrente elétrica (condutividade) do alcool 30% (veiculo)
mostrou-se significativamente menor que a das demais amostras (medicamentos),
sendo p=0,0001 (ANOVA de uma via com pos teste de Tukey). A condutividade do
Antimonium crudum 200 cH foi estatisticamente maior que a dos demais
medicamentos (Antimonium crudum 6 cH e Antimonium crudum 30 cH), sendo p =
0,007 (ANOVA, Tuckey-Krammer).
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Na Tabela 2 seguem as leituras de condutividade encontradas para cada

sistema de poténcias.

Tabela 2. Fluxo de corrente elétrica no liquido em microampeéres (uA). Medida a partir do

veiculo (alcool de cereais 30%) e Antimonium crudum nas poténcias 6 cH, 30 cH e 200 cH. " p =

0,0001 em relagao as demais amostras; # p = 0,007 em relagado ao Antimonium crudum 6 cH (AC 6

cH) e Antimonium crudum 30 cH (AC 30 cH) (ANOVA, Tuckey-Krammer). A ultima coluna representa

o controle ambiental.

Alcool cereais 30% AC6cH AC30cH AC200cH °C / Umid %

43 86 88 92 26,3/81

48 84 82 106 26,6 /80

46 86 82 92 26,4175

45 80 81 91 26,4170

55 82 89 101 26,5/68

53 98 95 101 26,5/ 64

57 88 85 95 26,7/ 64
Média A0## 86 86 96#
Desvio 0,050 0,053 0,046 0,053

Padrao
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Na Figura 7 as diferengas entre as condutividades estado representadas em

box-plot.
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Figura 7. Fluxo de corrente elétrica nos medicamentos (PA). Medida pela imersdo de
eletrodos positivo e negativo acoplados a microamperimetro (Ryodoraku®) nas amostras de

medicamentos (N=9).

4.3 Analise da polaridade por corantes solvatocréomicos e espectroscopia de

luz visivel

Os dados iniciais mostraram o pico de leitura de cada corante ja descontados

do espectro obtido pelo alcool puro (linha-base), como apresentados a seguir:

Anadlise ET 33: pico de leitura em 470 nm - absorbancia = 0,684 (medida feita
as 16:00h, 24°C, 45% umidade).

Analise BDN: pico de leitura em 609 nm - absorbancia = 0,705 (medida feita
as 15:20h, 24,1°C, 41% umidade).

Na sequéncia, seguem os graficos do espectro de absorbancia dos corantes
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em contato com os diferentes medicamentos e veiculos, bem como a amplificacédo

dos picos de absorbancia (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Varredura das absorbancias obtidas em espectro de luz UV visivel (entre 350 e 800
nm). Nas diferentes amostras, diluidas em BDN (A) ou em ET33 (B) medidas em espectrofotébmetro.
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Figura 9. Pico amplificado das absorbancias obtidas em espectro de luz UV visivel (entre 350
e 800 nm). Nas diferentes amostras diluidas em BDN (A) ou em ET33 (B) medidas em

espectrofotdmetro.

Em ambos os casos, tanto utilizando o corante BDN quanto o ET33, observa-

se que ha uma variagao progressiva e linear em relagao as poténcias homeopaticas.
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Assim, o deslocamento mais significativo do pico de absorbéncia em relagdo aos
controles (corante puro, agua pura e agua pura dinamizada) foi obtido com
Antimonium crudum 200 cH, seguido de Antimonium crudum 30 cH e Antimonium

crudum 6 cH.

A analise estatistica mostrou diferenca estatisticamente significante (p=0,001)
entre a poténcia 200 cH e os controles, na espectroscopia do corante BDN, bem
como diferenga estatisticamente significante (p=0,001) entre Antimonium crudum 30

cH e 200 cH e os controles, na espectroscopia do corante ET33 (Figura 10).
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Figura 10. Pico de absorbancias obtidas em espectro de luz UV visivel (entre 350 e 800 nm).
Nas diferentes amostras diluidas em BDN (A) ou em ET33 (B) e suas variagbes em funcdo da
presencga de diferentes poténcias de Antimonium crudum ou de seus controles. *ANOVA, Tukey, F (5,
12) = 8,128; p=0,001, n° = 0,772 para BDN e F (3, 4.01) = 49,019; p=0,001, n’ = 0,932 para ET 33.
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5 DISCUSSAO

Os dados obtidos na andlise fisico-quimica do Antimonium crudum em
diferentes poténcias homeopaticas mostram aspectos importantes possivelmente
associados as atividades biolégicas especificas e inespecificas deste medicamento.
Tais dados corroboram os dados descritos por Cartwright (2016) e ainda séao
compativeis com os efeitos bioldgicos encontrados anteriormente pelo nosso grupo,
uma vez que somente as poténcias 30 cH e 200 cH apresentaram mudangas
especificas na sintese de quimiocinas (MCP-1) e fatores de crescimento (VEGF) por
macroéfagos infectados com L amazonensis in vitro (Santana et al., 2017). A poténcia
6 cH n&o induziu alteragbes na absorbancia de ambos os corantes, nem tampouco

alteracdes bioldgicas.

A analise morfologica de amostras de AC no microscépio eletronico de
varredura revelou que o tamanho das microparticulas era menor nas amostras de
agua e Antimonium crudum 6 cH, sendo a maioria em forma de meia-lua. No
entanto, curiosamente, o Antimonium crudum 30 cH apresentou aglomerados
arredondados, maiores em tamanho, mas menos numerosos. Da mesma forma, o
Antimonium crudum 200 cH apresentou aglomerados muito maiores e mais
escassos, sugerindo que as microparticulas possam ser mantidas entre as diluigdes
seriadas e ainda sofrerem processo de nucleacdo, sendo que as particulas
transferidas agiriam como nucleo e as particulas menores presentes como
contaminantes do veiculo seriam aderidas as primeiras, a cada diluicdo. Esse
conceito de nucleagao esta em sintonia com alguns artigos publicados recentemente
(Demangeat, 2015; Chikramane et al., 2017).

As particulas contaminantes suspensas em agua pura mostraram a presenca
de Pb, Zn, Ca, Na, Au, Hg, Nb e Si, sendo todos em porcentagem menor que 20%
por particula, portanto, provavelmente ndo relacionados a nenhum efeito bioldgico
especifico. O fosforo foi identificado apenas em AC 30 cH (6.51%) e AC 200 cH
(13.56%), mas também em concentragdo menor que outros elementos. Nenhuma
particula analisada a partir das preparagbes homeopaticas apresentou a presenca
de antiménio, o que contradiz a hipdtese de atividade nano-farmacoldgica defendida
por alguns autores (Bell et al., 2015; Chikramane et al., 2010, 2017; Khuda-Bukhsh,
2017).
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Os dados obtidos no presente estudo, portanto, apontam para o fato de que
talvez o tamanho das particulas em suspenséo seja mais relevante para a atividade
dos medicamentos homeopaticos do que a sua natureza quimica, o que sugere
certa inespecificidade em uma possivel agao biolégica das mesmas. De fato essas
observagdes nao forneceram nenhuma evidéncia de relagdo com a atividade anti-
inflamatéria do Antimonium crudum 30 cH em camundongos portadores de
leishmaniose cutanea (Rodrigues de Santana et al., 2014), nem tampouco com a
producado de MCP-1 in vitro (Rodrigues de Santana et al., 2017). Da mesma forma, o
aumento do pico de fagocitose observado em macrofagos apos 48 horas de
cocultura com L amazonensis e tratamento com Antimonium crudum 200 cH poderia
estar parcialmente relacionado ao tamanho das microparticulas encontradas em
suspensao, de maneira que, ao fagocitar as particulas, os macrofagos fagocitariam
acidentalmente um numero maior de parasitas. Essa hipotese foi corroborada em
um experimento desenvolvido recentemente pelo nosso grupo (Palombo et al..,
2017). No entanto, os efeitos especificos, relacionados com a produgdo de
mediadores da inflamacédo, como a producdo de MCP-1 e VEGF, ndao parecem
depender do tamanho nem do conteudo das microparticulas, por falta de correlagéo
entre dados fisico-quimicos e biolégicos. Nado se pode descartar, contudo, que as
alteracdes dos perfis dielétricos das diluicdes homeopaticas possam determinar, em
alguma medida, a morfologia das particulas agregadas. Mas ainda faltam estudos a

esse respeito.

Para a analise da condutividade, obedecemos ao mesmo protocolo de
diluicdo utilizado nos experimentos biolégicos, ou seja, na ultima elevagdo de
poténcia utilizou-se como solvente apenas a agua pura, previamente esterilizada e
analisada quanto as particulas presentes. O alcool de cereais diluido a 30 %
apresentou metade da condutancia dos medicamentos, preparados no mesmo
alcool e na mesma concentragao. A polaridade dos solventes poderia interferir na
condutividade encontrada, o que |justificaria a diferenca observada entre as
poténcias estudadas. Por outro lado, a medida da condutividade pode ser
modificada por diversos fatores presentes em uma diluicdo, tornando este método
como um meio de triagem rapido para os estudos dos medicamentos homeopaticos
sem, contudo, apresentar parametros especificos para a compreensdo dos seus

mecanismos.



39

Todos os sistemas liquidos apresentam um dinamismo caracteristico entre a
posicao das moléculas e ao mesmo tempo precisam manter um equilibrio com as
demais moléculas livres no solvente (Dougherty, 1998), sendo assim, dado que
todos os frascos apresentavam a mesma concentragao de alcool, entende-se que as
mudang¢as de condutividade podem estar associadas a fatores que vao além da

polaridade dos solventes em si.
Sao variaveis provavelmente associadas a tais variagdes:

a) Presenca de microparticulas metalicas em suspensdo nos
medicamentos (encontrados na microscopia eletrénica), pois é sabido que a
presenga de alguns ions pode alterar as propriedades do solvente utilizado nos

sistemas homeopaticos.

b) O numero de sucussdes (Betti et al., 2017) e a formacédo de
nanobolhas em maior ou menor quantidade, pois também podem modificar a
condutancia. As nanobolhas podem ser um fator de desestruturacao dos clusters de
agua, interferindo na oscilagdo eletromagnética (Thomas, 2015) e dificultando a
impressao quimica que o medicamento homeopatico promoveria no solvente. Talvez
mudangas na formagdo dos clusters da agua acontegam em fung¢do das agitacdes
do liquido, de forma que um padrao especifico se formaria em 200cH. Neste caso,
acredita-se que quanto mais “estavel” a interacédo eletromagnética (Schulte e Endler,

2015) mais especifica seria a agao esperada.

C) O tamanho e o formato das macromoléculas podem alterar a
frequéncia de ressonancia (Mahata, 2013), assim como também o método de
preparo é capaz de mudar as caracteristicas fisico-quimicas do sistema, mudando o
padrdao de agregacao entre as moléculas (Schulte, 2015) e contribuindo para a

diferenca de agao entre as poténcias de um mesmo medicamento.

Apesar de constatarmos a existéncia de inumeros fatores interferentes, a
proporcionalidade da condutividade em relacdo a poténcia sugere haver alguma
relacdo direta com os efeitos bioldgicos do Antimonium crudum, talvez como um
“marcador eletrénico”. Contudo, dado que varios séo os fatores capazes de interferir
nas medidas, é necessario a adicdo de outros métodos para que tal correlagao seja
feita com mais seguranca. Os dados obtidos da espectrofotometria revelam que

houve aumento nos picos de absorbancia em comprimentos de onda determinados
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para cada corante, quando comparamos os medicamentos nas poténcias 30 cH e
200 cH e os controles (agua pura e agua dinamizada). Este aumento da absorbéancia
€ condizente com o aumento da polaridade que as preparagbes de Antimonium
crudum causaram nos respectivos corantes, demonstrando haver interacéo
eletrébnica poténcia-dependente. Os dados obtidos na condutancia corroboram a

hipotese de interagao eletronica.

Curiosamente, as diferengas estatisticamente significantes de absorbancia em
ambos os corantes s6 foram identificadas nas poténcias que apresentaram efeitos
bioldgicos especificos (30 cH e 200 cH). A poténcia 6 cH mostrou padrao
semelhante ao da agua pura (dinamizada ou ndo) e ao do corante puro. Da mesma
forma, essa poténcia ndao revelou nenhum efeito biolégico detectavel em estudos

previos (Santana et al., 2016).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliagao global dos resultados sugere a existéncia de um marcador eletrénico
associado aos efeitos biologicos de altas diluicbes de Antimonium crudum, o qual se
torna evidente sobretudo pelo método da espectrofotometria de corantes polares,

reforcando a necessidade de mais estudos sistematicos sobre tais variaveis.
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