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RESUMO

Introducdo: Nesse estudo, a Artemia franciscana e o isoterapico de cloreto de sodio
foram utilizados como modelos experimentais para avaliacdo da bio-resiliéncia de
embrides ao stress hiposmético, com enfoque para a possibilidade de rastreamento do
isoterapico na agua e a expressao de genes para proteinas de choque térmico (HSPs)
como marcadores moleculares. Objetivo: Estudar os mecanismos de biorresiliéncia de
Artemia franciscana ao stress hiposmotico apés tratamento com cloreto de sodio (NaCl)
30CH e identificar sua presen¢a na agua pelo método de corantes solvatocrémicos.
Métodos: Os experimentos foram realizados nas fases da lua cheia e minguante em
cego. Utilizadas placas de cultura de 96 pocos para observar a eclosdo de cistos de
Artemia franciscana, imersos em agua pura ou agua do mar artificial. Em estudo piloto
foi feita a padronizag&o do stress hiposmoético e a escolha da poténcia de NaCl entre
6CH e 200CH. Os controles foram agua, agua sucussionada, etanol 10% e etanol 10%
sucussionado. Cistos expostos a agua pura e tratados ou ndo com NaCl 30CH foram
avaliados quanto a taxa de eclosao, vitalidade dos nauplios e expressao de genes-alvo
para HSPs. Foi realizado um screening de 6 corantes solvatocrdmicos para a selecéo
de um marcador fisico-quimico capaz de identificar a presenca de NaCl 30CH na agua.
Dados analisados por ANOVA de duas vias, seguida de Tukey, sendo a<0,05.
Resultados: O tratamento dos cistos com NaCl 30CH facilitou a interrupcao da ecloséo
no estagio guarda-chuva e a expresséo reduzida dos genes hsp26 e hsp90. Os corantes
BDN e Coumarin 7 mostraram ser bons marcadores fisico-quimicos para o rastreamento
do NaCl 30CH e Coumarin 7 foi escolhido para sua identificacdo na dgua. Discussao:
O fato de os cistos permanecerem em estagio "guarda-chuva" em maior proporcao e a
menor expressao de p26 e hsp90 apads o tratamento com NaCl 30CH sugere facilitagéo
dos processos de interrupcdo do ciclo de vida dos animais expostos a condigbes
ambientais incompativeis com a espécie (stress hiposmaético severo), com possivel
impacto para toda a cadeia trofica em situagdes de vida real. O NaCl 30CH foi possivel
de ser rastreado na agua pelo corante Coumarin 7. Conclusdo: Houve facilitacdo da
interrupcao do desenvolvimento embrionéario pelo NaCl 30CH em situagfes de alto risco
para a espécie, sendo tal poténcia homeopdética rastredvel na adgua por corantes

solvatocrémicos.

Palavras-chave: homeopatia, diapausa, camardo das salmouras, ecotoxicologia,

corantes solvatocrémicos.



ABSTRACT

Introduction: In this study, Artemia franciscana and sodium chloride isotherapeutic were
used as experimental models to evaluate the bio-resilience of embryos to hypoosmotic
stress, focusing on the possibility of tracking the isotherapeutic in water and the
expression of genes for heat shock proteins (HSPs) as molecular markers. Objective:
To study the bioresilience mechanisms of Artemia franciscana to hypoosmotic stress
after treatment with sodium chloride (NaCl) 30CH and identify its presence in water using
the solvatochromic dye method. Methods: The experiments were carried out in the full
and waning moon phases, in blind. The 96-well culture plates were used to observe
Artemia franciscana cysts hatching when immersed in pure water or artificial seawater.
In a pilot study, NaCl 30CH was chosen from a screening of potencies between 6CH and
200CH under severe hypoosmotic stress. Controls were water, succussion water, 10%
ethanol, and 10% succussion ethanol. Cysts exposed to pure water and treated or not
with NaCl 30CH were evaluated for hatching rate, nauplii vitality, and expression of HSPs
target genes. Six solvatochromic dyes were screened to select a physicochemical
marker capable of identifying the presence of NaCl 30CH in water. Data were analyzed
by two-way ANOVA followed by Tukey, with a<0.05. Results: Treatment of cysts with
NaCl 30CH facilitated the arrest of hatching at the umbrella stage and reduced the hsp26
and hsp90 gene expression. The BDN and Coumarin 7 dyes were good physicochemical
markers for tracking NaCl 30CH, and Coumarin 7 was chosen to track it in water.
Discussion: The fact that the cysts remain in the "umbrella” stage in a greater proportion
and the lower expression of p26 and hsp90 after treatment with NaCl 30CH suggests
facilitation of interrupting the life cycle process in animals exposed to environmental
conditions incompatible with the species (severe hypoosmotic stress), with possible
impact on the entire trophic chain in real-life situations. NaCl 30CH was able to be traced
in water by the dye Coumarin 7. Conclusion: The interruption of embryonic development
was facilitated by NaCl 30CH in situations of high risk for the species, with such

homeopathic potency being traceable in water by solvatochromic dyes.

Keywords: homeopathy, diapause, brine shrimp, ecotoxicology, solvatochromic dyes.
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1. Introducéo

1.1. Bioresiliéncia e as proteinas do choque térmico

O meio ambiente retém impactos irrecuperaveis cometidos pela conduta
humana, promovendo assim exterminio do seu ecossistema, isto ocorre pelo
excesso de superpopulacdo, extracdo dos meios naturais, destruicdo e
desmatamento, causando problemas irreparaveis, como a perturbacdo da
biodiversidade e o aquecimento do planeta [1 - 6]. Por outro lado, o uso de
produtos homeopaticos em reservatérios de agua para promocao de
bioresilléncia em ecossistemas especificos tem sido reportado na literatura [7 -
9]. Por conseguinte, a homeopatia aplicada a 4gua tem sido vista como um
agente promotor de sustentabilidade no que se diz respeito a preservacao
ambiental [10].

Buscar conhecimento das especificidades fisicas da agua [11] pode ser
um caminho possivel para mitigar esse processo [12], com base em tecnologias
sustentaveis e inovadoras, tais como altas diluicbes de substancias ativas
submetidas a agitacdo vigorosa e repetida relacionadas as alteracbes nas

propriedades dielétricas da agua [13, 14].

Paralelamente, algumas espécies de animais aquaticos tém sido
utilizadas como bioindicadores de toxicidade [15], em especial microcrustaceos
como aqueles do género Artemia (ou artémias). Embrides de Artemia salina
destinados a diapausa (estado de laténcia do embrido dentro do cisto) sintetizam
guantidades variaveis de proteinas de choque térmico (heat shock proteins) ou
HSPs, no sentido de facilitar o processo de adaptacdo da espécie ao stress
ambiental [16]. Assim sendo, tais HSPs podem ser consideradas marcadores
moleculares de bioresilléncia. As HSPs controlam o intervalo espontaneo da
diapausa e fornece protecdo contra o0 stress para embrides encistados [17].
Mukherjee et al., em 2013, elaboraram um estudo em que Thuja 30CH reduziu
os efeitos nocivos ao DNA provocados pela exposicdo ao benzopireno. Em
associagao, houve menor expressédo de HSP90 [18].

Vérios estudos tem sido feitos para mensurar a resiliéncia utilizando
diferentes técnicas, inclusive aquelas em que se utiliza inteligéncia artificial e
analises multifatoriais [19 - 22]. Contudo, 0 modelo da eclosdo de cistos de

microcrustaceos associado ao processo de diapausa tem mostrado ser um
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modelo experimental simples e eficiente para o estudo da bioresiliéncia [23].
Adicionalmente, o género Artemia € um eficiente bioacumulador na cadeia
alimentar marinha, capaz de transportar toxinas para as restantes camadas
troficas [24], o que o faz um 6timo modelo para o estudo de recursos capazes de

mitigar o impacto ambiental de agentes toxicos.

Segundo os autores Rowarth e MacRae, em 2018, ap0s a submissao de
artémias a choque térmico observou-se a sintese de ArHSP40-2, indicando sua
participacdo na resisténcia dos embrides e de nauplios (estagio larval de Artemia
sSp) ao stress. Bioquimicamente, a HSP ArHSP40-2 auxilia no resgate de
proteinas sequestradas durante a diapausa via p26, uma chaperona importante
nessa fase do desenvolvimento de Artemia sp., por permitir sua sobrevivéncia
em condicOes de stress extremo [25]. As diferencas de quantidade e localizacéo
de HSPs explicam por que os embrides designados a cistos que eventualmente
entram na diapausa sintetizam p26, ArHSP21 e ArHSP22, enquanto embrides
destinados a nauplio ndo produzem tais chaperonas. Tais estudos - realizados
in vivo - mostram que a reducdo de uma pequena proteina de choque térmico
diminui igualmente o desenvolvimento de embrides destinados a diapausa,
sugerindo o papel da p26 no processo de desenvolvimento [26 - 28]. Entende-
se por chaperonas (ou “damas de companhia moleculares”) proteinas cuja
funcéo é proteger outras proteinas da desnaturacao frente a diferentes tipos de
stress, pois dispéem da habilidade de se relacionar com outras proteinas
contribuindo na criagéo, dobramento e deslocamento das mesmas [29, 30].

A HSP26 é uma chaperona modulada também pela temperatura, com
capacidade de organizar amplos complexos oligoméricos, 0os quais se dissociam
em funcéo da temperatura, sendo esse um pré-requisito para seu funcionamento
efetivo. Considera-se que a expressdo de HSP26 e p26 seja um dos
mecanismos de maior contribuicdo para a adaptagcdo de embrides de Artemia

franciscana em diapausa quando expostos a ambientes desfavoraveis [31].

A proteina de choque térmico 90 (HSP90), outra chaperona, auxilia na
maturacéo e estabilizacdo de proteinas e no controle de qualidade de proteinas
mal dobradas. A acdo da HSP90 sobre outras proteinas é essencial para o
controle e prevencao de varias doencas como o céancer, mal de Alzheimer e

outras doencas neurodegenerativas, ou infec¢des virais e bacterianas [32].



17

Portanto, a inducéo da sintese de HSP90 pode ser uma estratégia interessante

para o tratamento de neoplasias e outras doencgas [33].

Em mamiferos, a familia de proteinas HSP90 corresponde a um
aglomerado de moléculas altamente conservadas na escala filogenética, que
estdo envolvidas em uma infinidade de processos celulares. A sua distribuicdo
ocorre em Varios compartimentos intracelulares, o que € essencial para a
homeostase, pois garante a viabilidade e controle do ciclo celular, além de
regular a sinalizacdo hormonal e a apoptose [33]. Em tecidos funcionalmente
defeituosos, a morte celular programada (apoptose) € um dos mecanismos
fundamentais regulados mediados por HSP90, os quais incluem apoptose,

autofagia, e outras formas de morte celular [34].

HSPs como a HSP70 e HSP90 também desempenham func¢bes
importantes na identificacdo de antigenos, estimulam a atividade de linfocitos,
macrofagos, facilitam a maturacdo de células dendriticas apresentadoras de
antigenos (APCs) e regulam a imunidade inata [35 - 38]. A HSP70, por sua vez,
coopera com outros sistemas de chaperonas celulares, incluindo HSP90, HSP60
ou chaperoninas, pequenas proteinas de choque térmico, HSP100 e o fator de
choque térmico 1 (HSF 1), constituindo uma rede dinamica eficiente e reversivel
para regular processos que envolvem dobramento, desenvolvimento, regulacéo,
direcionamento, agregacdo e desagregacdo e degradacdo de varias outras
proteinas [39 - 41].

A HSP40 é considerada um biomarcador de exposi¢cdo ao stress, cujos
efeitos permitem a regulagcdo do comportamento de natacdo e dos mecanismos
de defesa celular de Artemia franciscana [42]. A HSP22 é produzida em
embrides em diapausa podendo exercer funcéo tanto nas respostas de stress de
curto prazo, quanto na protecdo a degradacdo proteica durante esse periodo
[43]. A artemina é um tipo de proteina homdloga a ferritina com funcdes
especificas para diapausa e possui atividade como chaperona. A diminuicao da
artemina reduz a tolerancia a dessecacao e ao congelamento de cistos, 0 que

demonstra a propriedade dessa proteina de promover resisténcia ao stress [44].
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1.2. Epigenética e homeopatia

Em 2019, Teixeira propdés uma correlagdo conceitual entre perfis de
evolucdo de doencas segundo critérios homeopéticos (miasmas crbénicos) e
alteracOes epigenéticas promotoras de doencas [45]. Tal correlacéo justificaria o
uso de auto-sarcddio de DNA como modulador terapéutico homeopatico da

expressao génica para o manejo e controle de doencas cronicas.

Dados experimentais mostram, em diferentes situacdes, que
medicamentos homeopaticos de naturezas diferentes podem modificar o padrao
de expressao génica, ou seja, a combinagéo de genes que séo expressos e de
genes que sdo suprimidos, frente ao tratamento de células com diferentes
poténcias homeopaticas in vitro, resultando na modulagéo das funcdes celulares
de forma concatenada [46 - 49]. Contudo, a demonstracdo dos mecanismos
epigenéticos envolvidos nesses processos tem sido pouco relatada. Um exemplo
€ um estudo publicado em 2013 em que o0 medicamento ultradiluido Condurango
30C foi capaz de interromper o ciclo celular em células HeLa de cancer cervical,
desencadeando regulacado epigenética pela modulacdo da atividade da enzima
histona-deacetilase 2 [50]. Siqueira (2018) explica que a deacetilacdo de
histonas é um processo de regulacao epigenética relacionada ao silenciamento
do fator génico, ocasionado a condensacéo mais intensa da cromatina em razéo

da eliminacdo de grupos acetil por essa enzima [51].

1.3. Homeopatia e isoterapia com cloreto de sédio

A homeopatia foi estabelecida em 1796 por Samuel Hahnemann, um
médico alemdo. Hahnemann disserta a respeito das caracteristicas
farmacoldgicas de varios preparados medicamentosos empregados na €poca. E
demonstra os resultados obtidos com medicamentos preparados com inUmeros
compostos organicos e inorganicos, no que diz respeito aos efeitos secundarios
do organismo, em resposta aos estimulos primarios manifestos pela propria

doenca [52].

O tratamento homeopatico constitui-se em administrar ao doente diluicdes
sucussionadas de uma substancia capaz de causar, em individuos saudaveis,
sintomas idénticos aos demonstrados pelo individuo doente [53, 54], os quais

sao descritos como “patogenesia’ do medicamento. Assim, a homeopatia utiliza
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a ideia da “cura pela similitude”. As doses infinitesimais de preparados
medicamentosos sdo extremamente fracionadas e diluidas, impostas a
agitacoes vigorosas e ritmadas e, nesse processo, tém capacidade de preservar
a expressao da substancia de origem no préprio solvente, permitindo os
resultados biologicamente especificos. Embora ainda ndo se conheca
exatamente os mecanismos de preservacdo da informacdo medicamentosa, 0s
produtos homeopéaticos tém amplo potencial de utilizacdo tanto em pacientes
humanos quanto em animais, sejam os vertebrados ou invertebrados, além de
vegetais, células isoladas e microrganismos. A terapia homeopética foi
reconhecida como especializacao no Brasil pelo Conselho Federal de Medicina
em 1980 e pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria em 1997 [55 - 65].

Recentemente, uma série de estudos utilizando Artemia sp revelaram
resultados instigantes em relacdo a facilidade de adaptacdo dessa espécie a
algumas substancias toxicas apds o tratamento com isoterdpicos na agua [65].
No presente estudo, utilizou-se o0 modelo de Artemia franciscana descrito por
Mohammad (2023), neste caso foram estudados os resultados das trés
poténcias de isotergpico (6CH, 30CH, 200CH) de saxitoxinas provenientes de
cianobactérias sobre a taxa de eclosédo de cistos e expressdo de genes para
HSPs [66].

1.4. Modelo de Artemia salina e Artemia franciscana

O camaréo de salmoura € um crustaceo aquatico pertencente ao género
Artemia, ordem Anostraca, filo Arthropoda. S&o microcrustaceos braquiopodes,
muito usados em ensaios de toxicidade [67, 68]. S&o achados especialmente em
aguas salgadas, sua alimentacédo é baseada em algas, bactérias, unicelulares,
minusculos protozoarios e alguns residuos desfeitos no meio [69]. A Artemia sp.
sao espécies cosmopolitas, ou seja, muito conhecidas por se adaptarem a varios
ambientes. S&o parte da dieta de peixes e tém alto teor em proteinas, vitaminas

e sais minerais [70].

O corpo de Artemia sp € subdivido em trés partes: cabeca, térax e
abdome. A cabeca tem dois olhos pedunculados, um olho nauplio, anténulas
filiformes e antenas. Os cistos de Artemia sp variam de 0,45 mm de comprimento

e 0,1 mm de largura. O nauplio (larva) o diametro de 0,2 a 0,3 mm. O ciclo de
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vida é de 21 dias. A Artemia sp possui de 5 a 6 mm e, na fase adulta, e chega a
15 a 16 mm. A fémea sera ovipara ou ovovipara depende das circunstancias
ambientais, tendo como exemplo a alta salinidade [71]. Apds a ecloséo do cisto
e 0 nascimento da larva (nauplio), tem-se o desenvolvimento em 5 etapas até se
desenvolver completamente (adulto) [72, 73] (Figuras 1 a 4). A Artemia sp. pode
ter reproducdo sexuada ou assexuada, gerando em torno de 300 ovos ou
nauplios a cada 4 dias [74].

A artémia tem sido aplicada em experimentos de toxicidade por sua
habilidade em permitir que seus cistos entrem em diapausa, condicdo essa em
que o metabolismo dos cistos continua fisiologicamente suprimido, gerando
assim uma eficiente resisténcia a varios fatores nocivos do meio externo, além
de ser facil de se manusear e cultivar [75]. Dessa forma, sdo seres extremamente
bioresilientes, isto é, com grande capacidade de adaptacdo as variacdes
ambientais. Isto ocorre devido a capacidade dos embrifes de permanecerem no
estado de diapausa, mantendo os cistos viaveis mesmo na presenca de
estimulos danosos. A menor taxa de eclosdo associada a maior taxa de
vitalidade dos nauplios séo, portanto, um indicio de adaptacéo e bio-resiliéncia

desses organismos nessa fase do seu desenvolvimento [28, 66].

Figura 1. Os principais estagios de desenvolvimento de Artemia salina. A,
Cisto, B, Fase “Guarda chuva”, C, nauplio fase instar Il, D, nauplio fase instar lll,
E, Adulto. Fonte: Gostling et al., 2009 [76].
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Figura 2. Mecanismo de eclosado dos cistos de Artemia salina. Nauplios em
desenvolvimento, desde o ovo até adulto de forma detalhada. (A) cisto hidratado,
(B) Forma “guarda-chuva”, (C) cisto eclodindo, (D) nauplio fase instar |, (E)
nauplio fase instar Il, (F) nauplio fase instar lll, (G) fase juvenil e (H) adulto.

Fonte: http://www.zootecnhiadomestica.com/artemia-salina/ Acesso: 25/10/2023.

Figura 3. Cistos de Artemia salina (A) e inicio de eclosdo (B). Fonte:
Christensen, 2012 [77].
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Figura 4. Ciclo de vida Artemia salina. Fonte: http://jpets-
blog.blogspot.com/2014/08/artemia-de-agua-doce-branchonetas.html. Acesso:
25/10/2023.

No presente estudo, investigaremos possiveis variacdes na capacidade
de bio-resiliéncia de Artemia franciscana utilizando o modelo de stress
hiposmatico, definido a partir de ensaio piloto para testar de concentracdes
crescentes de NaCl, no intuito de observar o processo de bio-resiliéncia de
embrides de Artemia franciscana sob o efeito de preparacdes homeopaticas
(nesse caso, isopaticas) de NaCl em diferentes poténcias ou diluicdes
centesimais, preparadas de acordo com a Farmacopéia Homeopatica Brasileira
— FHB, 32 Edicéao [78].

1.5. O modelo dos corantes solvatocrémicos

Os corantes solvatocromicos sdo sensiveis a uma série de estimulos
ambientais e condi¢des, incluindo polaridade do solvente, niveis de ligacdes de
hidrogénio e mudancas nas intensidades do campo elétrico ambiente. De acordo
com as descobertas de Steven Cartwright, diferentes corantes solvatocromicos
respondem as poténcias homeopéticas de acordo com o grau de excitacdo e
momento de dipolo, portanto, a deteccao seletiva e a identificacao de diferentes

poténcias homeopaticas é possivel [79-82]. Neste modelo, as amostras


http://jpets-blog.blogspot.com/2014/08/artemia-de-agua-doce-branchonetas.html
http://jpets-blog.blogspot.com/2014/08/artemia-de-agua-doce-branchonetas.html
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selecionadas séo colocadas adicionalmente a uma quantidade pré-determinada
de diversos corantes solvatocromicos (Tabela 2) e a absorbancia das amostras
€ quantificada através de um espectrofotdmetro. A partir dos resultados obtidos,
€ possivel selecionar qual dos corantes foi mais sensivel na deteccdo das
preparacdes homeopaticas, 0 que traz o carater de rastreabilidade para o
corante em questéo [79 - 82].

Tal interacdo € ainda mais perceptivel ao submeter as amostras a um
campo magnético. Um estudo feito por Mohammad et al., em 2023, mostrou que
a interatividade dos corantes com as amostras foi muito mais clara e especifica

ao submeter as mesmas a um campo magnético forte e unidirecional [66].

2. Justificativa

No estudo anterior foram avaliados efeitos de isoterapicos na intoxicacao
de Artemia franciscana por cloreto de mercurio na concentracao efetiva 10%,
sendo observada reducao transitoria da taxa de ecloséo e melhor adaptacao dos
nauplios a esse ambiente. Tal resultado motivou o desenvolvimento de novos
modelos e ferramentas de estudo para a compreensao dos mecanismos de bio-
resiliéncia envolvidos, que justifiquem os efeitos de preparagdes homeopaticas

NesSes Ccasos.

Assim, o possivel efeito do tratamento de cistos submetidos a stress
hiposmaético com isoterdpico de cloreto de sodio em poténcias seriadas foi
registrado por meio de parametros bioldgicos, especialmente aqueles
relacionados aos mecanismos epigenéticos de bio-resiliéncia, associados a
sintese de proteinas do choque térmico (HSPs) e as variacdes do momento

dipolo da agua trata, detectada pelo método dos corantes solvatocrémicos.

A correspondéncia entre o processo de bio-resiliéncia ao stress osmoético
e mudancas fisico-quimicas da agua apoés insercdo de diluicdes homeopaticas
de cloreto de soOdio também podem fornecer elementos importantes na

elucidacdo dos mecanismos de a¢ao das preparacdes homeopaticas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Estudo dos efeitos de poténcias homeopéticas de cloreto de sddio,
adicionadas na agua do mar, sobre a ecloséo de cistos, a vitalidade de nauplios
e a expressao de genes para proteinas de choque térmico (HSPs) de Artemia
franciscana, bem como a identificacdo de mudancas fisico-quimicas da agua
apos a adicdo das poténcias homeopaticas, no intuito de se estabelecer um

marcador fisico-quimico capaz de rastrear sua presenca.

3.2. Objetivos especificos

e [Executar um rastreamento (estudo piloto) sobre a taxa de eclosédo e a
vitalidade de nauplios de Artemia franciscana exposta a stress osmatico
apos tratamento com cloreto de sédio 6CH, 12CH, 18CH, 30CH, 60CH,
90CH, 120CH, 150CH e 200CH, a fim de escolher a poténcia capaz de
produzir os resultados mais evidentes sobre a bio-resiliéncia.

e Avaliar a taxa de eclosao, a vitalidade naupliar e a expressao de genes-
alvo relacionados a proteinas de choque térmico (HSPs) em embrides e
nauplios tratados ou ndo com a poténcia homeopatica de NaCl escolhida.

e Avaliar a interacdo entre a 4gua do mar tratada com a poténcia escolhida
e diferentes corantes solvatocromicos, a fim de identificar o melhor
marcador fisico-quimico com potencial para rastrear a presenca deste

homeopético na dgua.

4. Etica

O atual experimento ndo emprega o uso de animais vertebrados. Em
conformidade a Legislacdo Nacional (CONCEA) e a Legislacao Internacional
(EU Directive 2010/63/EU for animal experiments), ndo é necessaria a

aprovacao do projeto por comisséo de ética.
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5. Métodos

5.1. Preparacéo do isoterapico de NaCl

As matrizes (poténcias homeopaticas de estoque) das preparacdes
homeopaticas foram produzidas a partir de NaCl P.A. (SIGMA-ALDRICH, Cotia,
BRASIL), CAS 7647-14-5, em farmacia credenciada na ANVISA para esse fim,
de acordo com o procedimento previsto pela Farmacopeia Homeopética
Brasileira, 32 edicao [78] e pela Portaria N° 52, de 15 de marco de 2021, do
Ministério da Agricultura [84]. A matrizes foram elaboradas em alcool de cereal
10% (HN CRISTIANO, Sé&o Paulo, Brasil) para conservacdo em estoque. Uma
poténcia anterior a poténcia de trabalho foi usada como matriz.

O preparo das poténcias de trabalho foi feito pela diluicdo 1:100 das
matrizes em agua purificada por osmose reversa (auferido em sistema de
purificacdo Direct-Q3, com SmartPak Direct Q3 e filtros Biopak, MERCK —
MILLIPORE, Darmstadt, Alemanha) e filtrada em filtro de malha 0.22
micrémetros (MILLIPORE, Burlington, USA). As poténcias finais foram 6CH,
12CH, 18CH, 30CH, 60CH, 90CH, 120CH, 150CH e 200CH, obtidas apés
sucussao das diluigdes finais em bragco mecéanico (Denise, AUTIC, Sao Paulo,
Brasil). As poténcias de trabalho foram preparadas na véspera do experimento,

no préprio laboratdrio de pesquisa.

A reducado da concentracdo de &lcool em 1000 vezes (diluicdo 1:100 de
preparacdes feitas a 10%) evita a atividade inespecifica do solvente sobre o
material bioldogico em analise. Ao multiplicar o fator de diluicio dos
medicamentos prontos na agua do mar (10%), obtém-se uma concentracao final
de A&lcool igual a 1:10.000 (10%), a qual os cistos foram expostos. Tal
concentragdo ndo gera efeitos biolégicos diretos sobre Artemia sp. [23].

5.1.1. Preparacao dos controles para o experimento

Os controles foram preparados com agua pura estéril submetida a 100
sucussfes em bragco mecanico (Denise, AUTIC, S&do Paulo, Brasil), para analise
de provaveis resultados inespecificos de nano ou microbolhas gerados durante

a sucussao seriada do liquido.



26

Um grupo adicional de cistos isentos de qualquer tratamento e mantidos
em agua do mar artificial (baseline) e outro grupo de cistos submetidos a stress

sem tratamento (controle stress) também foram incluidos nas analises.

Todos os processos de preparacdo e manuseio dos tratamentos foram

feitos em fluxo laminar.

5.1.2. Codificacéo dos frascos

Todos os frascos dos medicamentos foram codificados antes do inicio do
experimento por um funcionério ndo envolvido com o experimento. Assim, todos
0s ensaios foram realizados em cego. As identificagdes originais foram trocadas
e devidamente guardadas em envelope lacrado até o final do ensaio, para a

execucao da analise estatistica posterior a revelacao.

5.2. Ecloséo de cistos de A. franciscana
No presente estudo utilizou-se cistos de Artemia franciscana (Maramar-
pet, Arraial do Cabo, Brazil). A metodologia empregada para a andlise da eclosao

dos cistos foi feita conforme estudos anteriores [23, 66, 86].

5.2.1. Preparacéo da agua salina e stress osmotico

Um experimento preliminar (piloto) foi executado inicialmente para
definicAo da concentracdo salina ideal para a producdo de stress osmotico
suficiente para estimular o processo de bio-resiliéncia sem produzir 100% de
letalidade. O preparo de a4gua marinha artificial foi feito em diferentes graus de
salinidade, incluindo a concentracéo ideal 3%, equivalente a concentracao da
agua do mar (1 litro de 4gua destilada adicionado 30 g de sal marinho). Em todos
0s experimentos foram realizadas replicatas experimentais e o valor de N indica
o total de repeticbes (unidades experimentais). As concentracdes testadas

foram:

1) STRESS HIPEROSMOTICO: Solucéo hiperténica de NaCl (5%) — 50 g
sal marinho / 1 L agua purificada estéril;

2) STESS HIPOSMOTICO INTENSO - 1: apenas agua purificada estéril;

3) STRESS HIPOSMOTICO MODERADO - 2: solucgéo fisiologica (0,9%)
estéril, de uso hospitalar;
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4) BASELINE (CONTROLE SEM DESAFIO): agua do mar artificial (3%) —
30 g sal marinho / 1 L &gua purificada estéril.

5.2.2. Delineamento experimental
Esse estudo ndo € um estudo patogenético, mas sim um estudo sobre a
bioresiliéncia das artemias previamente desafiadas e os efeitos das preparacdes

homeopética sobre esse processo.

O ensaio piloto foi desenhado em microplacas de 96 pocos para avaliar
os efeitos de cada poténcia homeopatica de NaCl (de 6CH a 200CH, conforme
definido no item 5.1) sobre as taxas de eclosdo (nimero de cistos eclodidos /
namero total de cistos) e mortalidade naupliar (nUmero de nauplios mortos /
namero total de cistos), frente aos diferentes graus de salinidade da agua. Foram
realizadas duas séries experimentais, cada uma em octuplicata. A unidade
experimental foi definida como sendo a somatéria de cistos e nauplios de 10
pocos dispostos em sequéncia. Cada pog¢o continha um volume de 250 pL de
agua salina, incluindo o volume dos tratamentos, correspondente a 10% do
volume total por poco. A distribuic&o dos cistos foi de 9 a 20 por poco, totalizando
4173 cistos analisados. Todas as placas foram mantidas em gaiola de Faraday
provida de iluminacdo constante com lampadas LED para permitir a ecloséo dos
cistos em 48 horas sem eventuais oscilacdes eletromagnéticas provenientes do
ambiente (sala exclusiva fechada, mantida com iluminacgao artificial). O campo
magnético no interior da gaiola foi constante, com intensidade de 0.06 uT (50Hz
- Smart-Sensor Intel Instruments AS 1392, Singapore), o suficiente para permitir
a acao das poténcias homeopaticas sobre os sistemas biolégicos avaliados [85].
A temperatura e a umidade da sala foram registradas em 48 horas, sendo a
média de 24,1 °C (desvio padrdo = 0,37) e 63% (desvio padrdo = 7,44),

respectivamente.

A partir dos resultados obtidos no ensaio piloto (Tabela 3), foi escolhida a
poténcia 30CH como a mais adequada para estudar possiveis efeitos de
modulacdo da diapausa frente ao stress hiposmdético, incluindo outros
parametros além da eclosédo em si, tais como: vitalidade dos nauplios, expressao
génica para HSPs, rastreamento de seis corantes solvatocromicos para
identificacdo do melhor marcador para o NaCl 30CH e verificacdo de possivel

rastreabilidade do NaCl 30CH em amostras de agua.
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Para as demais séries experimentais, outro cuidado a ser tomado foi a
padronizacao das fases da lua para a execu¢ao dos experimentos, uma vez que,
em estudos anteriores, observou-se que a eclosédo de cistos de Artemia sp é
facilitada nas fases de lua cheia e minguante. As diferencas entre os tratamentos

se mostraram mais evidentes nesse periodo [86, 87].

No experimento 1 foram elaboradas quatro placas (cada placa consistiu
em uma unidade experimental), sendo o total de doze placas de 96 pocos
distribuidas em trés repeticdes (12, 13 e 14 de setembro de 2022). Dessa forma,
N=3. Todas as repeti¢cdes foram realizadas nas fases de lua cheia e minguante.
Foram analisados aproximadamente 11.500 cistos ao total. Os grupos

experimentais foram:

1) Grupo NaCl 30CH = 225 pL de agua purificada estéril com 5% de
levedura de pao (Saccharomyces cerevisiae) + 25 pL de NaCl 30CH;

2) Grupo agua sucussionada = 225 pL de agua purificada estéril com 5%
de levedura de péo (Saccharomyces cerevisiae) + 25 uL de &agua
sucussionada estéril (do mesmo lote usado na passagem NaCl 29 CH
para NaCl 30CH);

3) Grupo Baseline (controle ndo desafiado - sem stress e néo tratado) =
250 pL agua do mar (3% de salinidade) com 5% de levedura de péao
(Saccharomyces cerevisiae);

4) Grupo Stress hiposmotico = 250 pL agua purificada estéril com 5% de

levedura de pao (Saccharomyces cerevisiae).

Em cada poco, foram depositados cinco a dez cistos de Artemia
franciscana. As placas, depois de preparadas, foram colocadas em uma gaiola
de Faraday com isolamento total de campo magnético exterior dotada de
iluminacao interna por 300 lampadas de micro-led, a fim de promover a eclosédo
dos cistos, por ser um evento dependente de luz. A iluminacg&o interna também
produziu um campo magnético constante de muito baixa intensidade (0.06 uT,
50 Hz, Smart-Sensor Intel Instruments, AS 1392, Singapore) no interior da gaiola,
o suficiente para permitir a atividade adequada das preparacées homeopéticas
[85].

Os pocos foram analisados um a um, 24 e 48 horas ap0s a imersdo dos

cistos na agua e adicdo dos tratamentos, por meio de lupa digital (Microscopio
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Digital C/ Zoom 1000x R Camera 2.0 Mega Pixels USB 6 Leds, Beijing, China),
acoplada a um computador. As imagens foram capturadas pelo programa
AMCAP (Beijing, China). Constaram nos registros a quantidade de nauplios em
estagio guarda-chuva, nauplios vivos, nauplios mortos e total de cistos. O

fluxograma do experimento 1 pode ser observado na Figura 5.

30CH

Grupo agua Analise em 24

sucussionada horas
Total = 11.500
cistos

analisados

TRIPLICATA

Grupo baseline Andlise em 48

horas

Grupo stress

Figura 5. Fluxograma do experimento 1. Fonte: Pinto, 2023.

O experimento 2 foi conduzido da mesma forma que o anterior, sendo
cada placa uma unidade experimental, porém com um procedimento adicional:
foram realizadas em 4 séries experimentais, uma placa por tratamento / série,
logo, N=4 (10, 11, 12 e 13 de outubro de 2022). As duas primeiras séries (10 e
11 de outubro de 2022, N=2) passaram por novo repique de cistos apos 48 horas
de observacéo, de forma que os cistos néo eclodidos fossem transferidos para
outra placa com agua do mar, para verificacdo da reversibilidade do processo de
diapausa. Nesta etapa foram analisados aproximadamente 7.680 cistos.

Assim sendo, nos dias 12 e 13 de outubro, as duas placas de cada
tratamento semeadas nos dias 10 e 11 de outubro foram esvaziadas com o
auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL e todo o conteudo foi recolhido dos 96

pocos de cada placa e transferido para um tubo Falcon de 15 mL, somando ao
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final, 2 mL em cada tubo. Os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 1500
rpm para a deposicdo dos cistos no fundo do tubo. O sobrenadante contendo
eventuais nauplios vivos e nadantes foi separado e os cistos do sedimento foram
removidos delicadamente com uma pipeta de 100 pL ajustada para 50 pL e
transferidos para microtubos. O volume de cada microtubo foi entdo ajustado
para 1 mL de agua do mar artificial. De cada microtubo, foram transferidos 100
pL para cada poc¢o de uma nova placa de 96 pocos, sendo preenchidos 10 pogos
a partir de cada microtubo, tomando-se o cuidado de agita-lo constantemente
para permitir a homogeneizacdo dos cistos no momento da ressemeadura. O
volume de cada poco foi ajustado para 250 pL, com a adicdo de 150 pL de agua
do mar artificial. A agua remanescente dos tubos Falcon foi congelada para
posterior analise fisico-quimica, utilizando o método dos corantes
solvatocromicos. Ambas as placas ressemeadas (N=2) foram incubadas por
mais 24 e 48 horas em temperatura ambiente, na gaiola de Faraday, para que
nova leitura fosse feita a fim de se registrar a taxa de eclosdo. O material
remanescente dessas placas foi descartado apds todas as observacdes.

A Figura 6 mostra o fluxograma do experimento 2.

Total = 7.680
cistos
Grupo NaCl analisados
30CH

Leitura em
24 horas

Ressemeadura
das placas do
primeiro e
segundo dia

Grupo agua

sucussionada

DUPLICATA

Grupo baseline s A

48 horas

Grupo stress

hiposmético

Leitura em
48 horas

Figura 6. Fluxograma do experimento 2. Fonte: Pinto, 2023.
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As placas semeadas nos dias 12 e 13 de outubro (N=2 por tratamento)
foram congeladas apoés a leitura dos pogcos em 48 horas e ndo passaram pelo
procedimento de ressemeadura. Deste material congelado, o sedimento com
material biolégico foi encaminhado a analise da expresséo de genes para HSPs
e o0 sobrenadante foi encaminhado para analise fisico-quimica pelo método dos

corantes solvatocromicos, apds seu descongelamento.

A fim de evitar interferéncias nas andlises posteriores (expressao génica
e fisico-quimica), nenhum alimento (Saccharomyces cerevisiae) foi inserido na
agua ao longo do experimento 2. As analises foram realizadas no maximo em 48
horas, periodo em que os nauplios utilizam suas reservas vitelinicas para sua

sobrevivéncia.

5.3. Determinacdo da expressédo génica de proteinas de choque térmico —
HSPs

A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, identificou-
se a necessidade de se realizar um estudo aprofundado sobre o processo de
biorresiliéncia. Assim, 0 ensaio de expressao génica de proteinas de choque
térmico (HSPs) sabidamente envolvidas no processo de diapausa também foi

executado.

As amostras bioldgicas recolhidas das placas usadas no experimento 2,
nos dias 12 e 13 de setembro de 2022, foram utilizadas neste ensaio. Um pool
contendo todo o material biol6gico de cada placa experimental foi preparado para
cada tratamento (N=2 pools), a fim de se recolher quantidade suficiente de DNA
e RNA para permitir as analises.

5.3.1. Extracdo de Acido Ribonucleico (RNA)

O RNA total foi extraido apds prévia homogeneiza¢do das amostras em
0,5 mL do reagente TRIzol® e adicdo de 0,2 mL de cloroférmio (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA), seguido por centrifugacéo refrigerada (14.000
rom por 15 minutos a 4 °C). Ao término da centrifugacdo a fase aquosa foi
coletada (sobrenadante) e transferida para tubos novos devidamente
identificados, sendo desprezada a fase precipitada. Como etapa seguinte, a

precipitacdo do RNA foi realizada pela adi¢cao de 0,5 mL de isopropanol absoluto
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gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) e incubacdo a temperatura
ambiente por dez minutos. Em seguida, as amostras foram novamente
centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos). Ao término da centrifugagdo o
isopropanol foi descartado por inversdo e o RNA precipitado (pellet) foi lavado
com etanol 75% e entdo ressuspendido em 20 mL de &gua ultrapura. A
quantidade e pureza do RNA extraido foi estimada em aparelho de
espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (=

1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience) e armazenados a -80°C.

5.3.2. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da transcricao
reversa de 2000ng de RNA total previamente extraido na presenca de 1U da
enzima transcriptase reversa (Kit Superscript Il, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA)
de acordo com as instru¢cdes recomendadas pelo fabricante. A primeira fita de
cDNA foi gerada em reacdo com volume final de 20 mL contendo 500 mM de
dNTP, 25 mg/mL de OLIGO dT, 1X solucdo tampéao de primeira fita, 40 U de
inibidor de RNase, 10 mM de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente, a
mistura de RNA, agua e iniciador foi incubada a 65 °C por 5 minutos para
promover a abertura de possiveis estruturas secundarias. Em seguida as
amostras foram incubadas durante 50 minutos a 50 °C com posterior inativagéo
enzimatica a 85 °C por 5 minutos. Apés o término da reacao o cDNA sintetizado

foi diluido a concentracéo final de 100 ng/uL e armazenado a -20 °C.

5.3.3. Analise da expresséo génica RT-PCR

Para o estudo do padrdao de expressdo génica as reacdes foram
realizadas com iniciadores especificos (tabela 1) e tiveram como controle
enddgeno os genes At, Ef1a e a-tubulin. Todas as reac¢des tiveram volume final
de 10 mL; contendo 5 mL de SYBR Green | Master, 0,4 mM de iniciadores
especificos, 1 mL do cDNA sintetizado e g.s.p. de 4gua ultrapura. A quantidade
relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico comparativo
2-ACt. Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela média do
Ct dos controles utilizados, resultando em uma média do ACt dos genes
enddgenos. Para o calculo da expressao substituimos o valor de ACt obtido na
formula 2-ACt. Os valores finais foram apresentados como razédo entre a
expressdo do gene alvo em relacdo a expressao génica do gene utilizado como

normalizador. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de 2
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experimentos independentes (placas/séries) realizados em duplicata técnica
(N=4) e normalizados em relag&o ao controle (atribuido valor 1) para avaliacdo
do efeito dos tratamentos.

A sequéncia dos primers (EXXTEND, Paulinia, Brasil) e as condic6es da

PCR estdo expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Primers disponiveis para a identificacdo de genes para HSPs
de Artemia franciscana consideradas como marcadores de bio-resiliéncia. Os

primers foram usados no ensaio de expressao de RNAm (qPCR).

Primer 5'-3' Sequence Reactions Condicition
ART Hsp26 Forward CGG AGG ATT TGG TGG TAT GAC $5°C - 155; 58°C - 30s; 72°C - 305
- Reverse CCT CAA GGA CCC AGG AGT AG
ART Hspd0 Forward GTG CAT CAG TTG AGC GTC AC 85°C - 155; 59°C - 30s; 72°C - 305
- Reverse TGCTGAACCATTCCAGGAGC
F d GGT GTG GGT TTC TAT TCT GC
ART_Hsp90 orwar 95°C - 15s; 59°C - 30s; 72°C - 30s
Reverse GCA GCA GAT TCC CACACA
ART p26 Forward GCG CGG ATC CAC CAT GGC ACT TAA CCCATG 95°C.- 155; 57°C.- 305; 72°C - 30
Reverse CGC GCC TCG AGT TAA GCT GCA CCT CCTGTCT
ART At Forward GCA GTG GTC TAC AAG GTT TC 95°C.- 155; 60°C.- 305; 72°C - 30
Reverse ATC AAA ACG AAG GCT GGC GGT G
ART Hia Forward TCG ACA AGA GAA CCATTG AAA A P
Reverse ACG CTC AGC TTT AAG TTT GTC C
. Forward CTG CAT GCT GTA CAG AGG AGA TGT . e0er . A0, e
ART_a-tubulin Reverse e CTT CAA GAG AGT CCA TGC CAA 95°C - 15s; 60°C - 30s; 72°C - 30s

5.4. Analises fisico-quimicas do NaCl 30CH e da agua do mar pelo método

dos corantes solvatocrémicos

5.4.1. Preparo das Amostras

As amostras de NaCl 30CH foram preparadas em fluxo laminar, segundo
protocolo previamente estabelecido para o preparo de medicamentos
homeopaticos [23]. No preparo utilizou-se 100 pyL da diluicdo matriz (29 CH)
devidamente filtrada em filtro de malha 0.22 micrometros (MILLIPORE,
Burlington, USA), cujo volume foi completado para 10 mL etanol 10% de mesma
origem (HN CRISTIANO, Séo Paulo, Brasil), igualmente filtrado. Os controles
utilizados foram: agua purificada estéril, agua purificada estéril sucussionada
cem vezes em braco mecanico (Denise, AUTIC, Sdo Paulo, Brasil), etanol 10%
(HN CRISTIANO, Séo Paulo, Brasil) e etanol 10% de mesma origem



34

sucussionado em braco mecanico. Todas as amostras dos controles também
foram filtradas em filtro de malha 0.22 micrémetros (MILLIPORE, Burlington,
USA).

As amostras de agua do mar provenientes do experimento 2 foram

filtradas e preparadas da mesma maneira.

5.4.2. Magnetizacdo das amostras por ima de neodimio (2400 Gauss)
Considerando os resultados recentes obtidos por Cartwright em 2020 e
Mohammad em 2023 [81, 86], em que foram apresentadas evidéncias da
natureza eletromagnética da interacao corante/poténcia e maior sensibilidade do
método quando da magnetizacdo prévia das amostras, 0s testes com corantes
solvatocromicos foram realizados segundo metodologia descrita por
Mohammad, 2023. Assim, ap0s submeter as amostras a um campo magnético
estatico e unidirecional por 15 minutos, utilizando um im& de neodimio modelo
N42 — NdFeB (Magnetum Produtos Magnéticos, Sao Paulo, Brasil), medindo
5,08 x 5,08 x 1,27 cm, em formato de bloco de 270 g, revestido com niquel, cuja

capacidade é de 2400 Gauss, segundo informac¢des do fabricante (Figura 7A).

Figura 7. (A) Amostras contidas em Becker sobre o im&; (B) Exemplo de

fluxo magnético. Fontes: Bonamin, 2023 (A) e Wikimedia Commons (B).
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Todas as amostras de cada experimento foram submetidas
simultaneamente ao campo magnético. Os microtubos contendo cada amostra
foram colocados no fundo de um Becker e posicionados sobre a face norte do
im&, no mesmo sentido do fluxo magnético (Figura 7B). O ima foi colocado em
uma bancada livre de equipamentos ligados a corrente elétrica para evitar
interferéncias e telefones celulares foram mantidos a pelo menos 2 metros de

distancia.

5.4.3. Leituras das amostras

Os corantes usados foram preparados no dia anterior a leitura (para sua
estabilizacdo), pesando-se o p6 bruto de cada corante em balanca analitica e
diluindo-se em alcool absoluto na concentracdo e volume estipulados
previamente [12]. No dia seguinte, no fluxo laminar, previamente ligado e limpo,
cada corante a ser utilizado foi filtrado em filtro de malha de 0.22 micrometros
(Merck—Millipore, Darmstadt, Germany), passando para uma proveta graduada
de acordo com o volume calculado. O volume na proveta foi corrigido,
completando com alcool absoluto (Synth, Diadema, Brasil) para compensar
eventuais perdas por evaporacédo durante o processamento. Todo o conteudo foi
transferido para tubos Falcon estéreis bem encapados em papel aluminio, uma
vez que os corantes sao sensiveis a luz e guardados no refrigerador. Os corantes
usados foram: Coumarin 7, Nile red, N,N-dimethylindoaniline (NN-DMIA), 4-(bis-
(4-(dimethylamine) phenyl methylene)-1(4H)-naphthalenone (BDN),
dimethylamino-benzylidene-rhodanine (RODANINA) e Methylene violet. A

caracteriza¢do quimica de cada corante esta descrita na Tabela 2.

Para a leitura das amostras foi determinado o pico de absorbancia de cada
corante testado. Para isso, utilizou-se um espectrofotémetro (FEMTO 800 XI®,
Séo Paulo, Brasil) com sensibilidade de 1 nandmetro, sendo as amostras lidas e
cubetas acrilicas descartaveis de 1,5mL. Todo o espectro de luz visivel foi
utilizado, em um procedimento de varredura entre 350 e 800 nm, descontada a
absorbancia do solvente puro (etanol P.A., Synth, Diadema, Brasil). O
procedimento foi feito 0 mais rapidamente possivel, para evitar a degradacéo do
corante pela exposicdo a luz. As bandejas com cubetas foram cobertas com

papel aluminio até o momento da leitura.
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Uma vez definido cada comprimento de onda correspondente ao pico de
absorbéancia de cada corante, todas as amostras de NaCl 30CH e de agua do
mar, bem como de seus respectivos controles, foram lidas em leitor de ELISA
(EPOCH — Agilent BioTek, Santa Clara, CA, USA), utilizando cada comprimento
de onda previamente determinado. Para isso, em microplacas de 96 pocos de
fundo chato, as amostras foram adicionadas aos corantes em pog¢os contendo
240 L, igualmente respeitando a proporc¢ao 1:60 (236 pL de corante mais 4 uL
de cada amostra). Para as amostras de NaCl 30CH e respectivos controles foram
utilizados 8 pocos (N=8). Para as amostras de agua - referente ao pool de um

mesmo tratamento experimental — foram utilizados quatro pogos (N=4).

Em cada placa utilizada, uma fileira de 8 pocos foi preenchida apenas com
240 pL de A&lcool absoluto (etanol P.A., Synth, Diadema, Brasil), para
determinacao da absorbéncia média do solvente puro, e uma fileira de oito pocos
foi preenchida com 240 L de corante puro, para a determinacao da absorbancia
média do corante no momento exato da leitura. Os dados foram gerados e
identificados automaticamente em uma planilha Excel a cada leitura. As analises
estatisticas foram feitas a partir do delta de cada amostra, ou seja, absorbancia
de cada amostra j4 descontada da absorbancia do solvente menos a
absorbancia média do respectivo corante puro, também descontada a

absorbéancia do solvente.

5.5. Analise estatistica

A andlise estatistica e os gréaficos foram feitos usando GraphPad Prism
versao 10.0 para Windows. ANOVA de duas vias seguida de Tukey foram os
testes usados para avaliacédo global da ecloséo dos cistos em funcdo do tempo,
no experimento 1. Nos demais experimentos, 0s parametros que se mostraram
mais significativos foram avaliados detalhadamente, em 24 e 48 horas. Dessa
forma, a normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e pela inspecéo dos
graficos quartil-quartil (graficos Q-Q). ANOVA de uma via avaliou variaveis
normais para identificar significancia estatistica entre tratamentos. O pos-teste
de Tukey foi utilizado para comparardo entre os grupos. Outliers foram
identificados seguindo a regra de Tukey usando a ferramenta box-plot do

software e removidos, se necessario. O nivel de significancia adotado foi a=0,05.
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Tabela 2. Corantes solvatocrémicos, caracteristicas quimicas e respectivas
concentracdes de trabalho. Fonte: Mohammad 2023 [86].

Corante Foérmula quimica Cor em etanol | Concentragéo
absoluto de trabalho
COUMARIN 7 N Fluorescent 25 uM
3-(2-BENZIMIDAZOLYL)-7- ) CANJ@Q\A@ ﬁD Me"ow
(DIETHYLAMINO)COUMARIN JHQCJ I J |
CAS Number 27425-55-4 ' 2
CaoH19Ns02 (https://ww.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/aldrich/416541)
RHODANINE Gha Yellow 50 uM
5-(4- H3c”N Q NH
DIMETHYLAMINOBENZYLID = S/&S
ENE) RHODANINE FhEE
CAS Number: 536-17-4 i i S
(https://www.sigmaaldrich.com/B
C12H12N20S2 )
R/pt/product/aldrich/114588)
‘ 20 pM
NILE RED @[N
NILE BLUE A OXAZONE HaC N o} o
CAS Number: 7385-67-3 e e
C20H18N202
(https://www.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/sigma/19123)
BDN (+) 0 Purple/deep 80 uM
4-(BIS-(4-(DIMETHYLAMINE) ‘O blue
PHENIL) METHYLENE) - , RM.L_m@u%m
1(4H) - NAFTALENONE O O ;
CAS Number: not available R N= :
C27H26N20 = _ 4 T
(https://www.sigmaaldrich.com/B | * © ' "
R/pt/product/sigma/19123)
VM Ny 50 uM
METHYLENE VIOLET H3C\N/@5110
(BERNTHSEN) CHy
CAS Number: 2516-05-4 | (https://www.sigmaaldrich.com/B
C14H12N20S R/pt/product/aldrich/s873705)
N. N- AN 25 uM
’ \
DIMETHYLINDOANILINE OQ/ \©\NKCH3
(NN-DMIA) o CH

4-[[4-(Dimethylamine) phenyl]
luminol]-2,5-cyclohexadien-1-
one
CAS Number: 2150-58-5
C14H14N0

(https://www.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/sial/l216313)




38

6. Resultados

6.1. Ensaio piloto

O modelo de stress escolhido para os experimentos subsequentes foi 0
stress hiposmotico intenso (1- agua purificada estéril), cujos resultados
mostraram clara diferenca entre taxas de ecloséo e de mortalidade naupliar entre
os tratamentos testados. Os resultados obtidos na condicao stress hiposmotico
moderado (2- solu¢do NaCl 0,9%) mostraram diferengas menos marcantes entre
os tratamentos. Houve 100% de mortalidade dos nauplios nascidos em solucao

hipertdnica (3- 4gua salina 5%).

Portanto, a andlise descritiva dos dados mostrou menor taxa de ecloséo
e mortalidade nas amostras tratadas com NaCl 30CH submetidas a stress
hiposmotico intenso (agua purificada) (Tabela 3). Por esse motivo, tal condicao
e tratamento foram escolhidos como modelo para a execugéo dos experimentos

subsequentes.

Tabela 3. Taxas de ecloséo de cistos e mortalidade naupliar apés 48 horas de
incubacdo em agua purificada, solucdo fisiologica e agua salina 5%, sob

diferentes tratamentos com poténcias homeopaticas de NaCl.

Stress hiposmoético 1 - dgua purificada

no stress stress
NaCl Baseline cont. stress dagua suc 6CH 12CH 18CH 30CH 60CH 90CH 120CH 150CH  200CH
Taxa de eclos&o 73,15% 54,07%  73,04% 6583% 7591% 60,09% 50,00% 52,58% 60,63% 71,84% 66,90% 78,74%
Taxa de mortalidade 0,00% 28,89%  25,22% 21,67% 30,66% 22,07% 19,57% 25,77% 26,25% 34,95% 31,72% 37,01%
Stress hiposmético 2 - solugao fisiologica - NaCl 0,9
no stress | stress
NaCl Baseline cont. stress agua suc 6CH 12CH 18CH 30CH 60CH 90CH 120CH 150CH  200CH
Taxa de eclosdo 65,22% 63,24% 66,95%  68,42%  74,66% 61,90% 54,17%  53,85% 73,20% 66,04% 57,83% 61,95%
Taxa de mortalidade 0,00% 19,85% 23,73%  27,63% 19,18%  23,81% 20,00% 18,46% 21,65% 17,92% 21,69% 19,47%
Stress hiperosmoético - dgua salina 5%
no stress stress
NaCl Baseline cont. stress agua suc 6CH 12CH 18CH 30CH 60CH 90CH 120CH 150CH  200CH
Taxa de eclosdo 81,82% 61,67% 68,57% 64,71% 80,45% 6582% 67,74% 77,78%  74,79%  71,43% 72,73% 73,33%
Taxa de mortalidade 0,00% 61,67% 68,57% 64,71% 80,45% 6582% 67,74% 77,78% 74,79% 71,43% 72,73% 73,33%
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6.2. Experimento 1
A avaliagdo da eclosdo dos cistos sob stress hiposmético intenso (dgua

purificada com alimento (Saccharomyces cerevisiae) e tratamento com NaCl

30CH foi feita por ANOVA de duas vias, em comparacdo aos respectivos
controles (baseline ou controle sem desafio, stress hiposmético apenas e stress
hiposmaético e tratamento com agua sucussionada). A analise mostrou que
quase a totalidade dos nascimentos ocorreu em 48 horas, com diferenca
estatistica entre os tempos 24 e 48 horas [F (1, 16) = 184.4, p<0.0001], mas néo

entre os tratamentos. Da mesma forma, ndo houve interacao estatistica entre

tempo e tratamento (Figura 8).

experiment 1 - hatching ratio

1.0 .
3 Baseline

0.8 T = Stress control
i)
‘§ 06 E3 succussed water + stress
2 L Bl NaCl 30cH + stress
§ 0.4+
©
=

0.24

o_o_ﬁuiﬁ_ﬁ

T
24h 48h
Two-way ANOVA, F(3,16) = 1.037, p=0.4029 for interaction between
treatment and time.
F(1, 16) = 184.4, p<0.0001 among times.

F(3, 16) = 1.569, p=0.2359 among treatments.
Data expressed by mean and standard error.

Figura 8. Taxa de eclosao dos cistos em 24 e 48 horas de incuba¢cdo. ANOVA
duas vias. Todos os grupos foram expostos a stress hiposmatico intenso (dgua
purificada com Saccharomyces cerevisiae), exceto o grupo nao desafiado
(baseline). As significAncias estatisticas entre tempo e tratamento estdo
reportadas na base da figura. Os valores representam média e erro padrao.

Stress control = apenas stress hiposmdético; Sucussed water = 4gua

sucussionada. Foram feitas trés replicatas experimentais com N=11.500 cistos.
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Para melhor compreender o processo de ecloséo entre os diferentes
tratamentos em func&o do tempo, a razéo entre cada estagio naupliar e o numero
de cistos inicial por placa foi também calculado. Na Figura 9, observa-se a
propor¢do entre o numero de cistos em estagio inicial de eclosdo (estagio
“guarda-chuva”). N&o ha significancia estatistica na interacdo tempo -
tratamento, nem entre os tratamentos em 24 horas e em 48 horas isoladamente.
Contudo, ha certa tendéncia do grupo tratado com NaCl 30CH em atrasar o

aparecimento de cistos eclodidos em estagio “guarda-chuva”.

experiment 1 - umbrella/ cyst ratio

0.20-
o 3 Baseline
"E 0.154 =3 Stress control
17 I Ea succussed water + stress
>
2 0.10- Bl NaCl 30cH + stress
S
°
9 (0.05-
e
5
0.00- — 1

24h 48h
Two-way ANOVA, F(3,16) = 1.888, p=0.1723 for interaction between
treatment and time.
F(1, 16) = 0.632, p=0.4381 among times.

F(3, 16) = 1.922, p=0.1667 among treatments.
Data expressed by mean and standard error.

Figura 9. Razao entre estagios “guarda-chuva” e cistos em 24 e 48 horas de
incubacdo. ANOVA de duas vias. Todos os grupos foram expostos a stress
hiposmatico intenso (agua purificada com Saccharomyces cerevisiae), exceto o
grupo ndo desafiado (baseline). As significancias estatisticas entre tempo e
tratamento estdo reportadas na base da figura. Os valores representam média e
erro padrao. Stress control = apenas stress hiposmoético; Sucussed water = agua
sucussionada. N=3.
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No que diz respeito a “vitalidade” dos nauplios nascidos (numero de
nauplios vivos / nimero de cistos semeados), observa-se que 0s nascimentos
ocorreram quase que totalmente apds 48 horas de incubacdo. Ha reducédo
significante da vitalidade nos grupos submetidos a stress [F (3, 16) = 21,44,
p=0,0001] em relacdo ao grupo controle baseline, ndo submetido a stress
(Figura 10). Face a essas observacles, nota-se interacdo estatistica entre
tempo e tratamento [F (3, 16) = 21,87, p=0,0001] e diferenca estatisticamente
significante entre 24 e 48 horas [F (1, 16) = 85,33, p=0,0001].

experiment 1 - live nauplii / cyst ratio

o

= 0.8 _

© 3 Baseline

% 0.6 * = Stress control

= l E3 succussed water + stress
=

3 0.4- Hl NaCl 30cH + stress
c

D)

= 0.2

2 lam

8 00 — :

> 24h 48h

Two-way ANOVA, F(3,16) = 21.87, p<0.0001 for interaction
between treatment and time.
F(1, 16) = 85.33, p<0.0001 among times.

F(3, 16) = 21.44, *p<0.0001 in relation to the other
treatments.
Data expressed by mean and standard error.

Figura 10. Vitalidade naupliar, medida como razao entre o numero de nauplios
Vivos e 0 numero de cistos semeados apés 24 e 48 horas de incubagdo. ANOVA
de duas vias. Todos os grupos foram expostos a stress hiposmético intenso
(agua purificada com Saccharomyces cerevisiae), exceto o grupo nao desafiado
(baseline). As significancias estatisticas entre tempo e tratamento estdo
reportadas na base da figura. Os valores representam média e erro padrao.
Stress control = apenas stress hiposmoético; Sucussed water = agua

sucussionada. N=3.
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6.3. Experimento 2

A repeticdo do experimento com novo protocolo (sem adi¢cdo de alimento)
em duas séries de duplicatas (para avaliacdo em 24 e 48 horas, N=4) e duas
séries de duplicatas (com repique em agua do mar por mais 48 horas, N=4)

revelou dados adicionais nao perceptiveis no primeiro experimento.

A taxa de eclosdo dos cistos ndo mostrou diferenca estatistica entre os
grupos, nem em 24 horas, nem em 48 horas, embora se perceba uma tendéncia
de eclosao precoce nos grupos tratados com agua sucussionada e NaCl 30CH
(Figura 11). A mesma tendéncia foi notada na propor¢ao entre cistos em estagio
“guarda-chuva” e o total de cistos semeados apos 24 horas. Mas as diferengas
estatisticamente significantes foram observadas apds 48 horas, em que a
retencao de cistos em estagio “guarda-chuva” foi proporcional aos tratamentos
recebidos, tendo uma porcentagem mais expressiva no grupo tratado com NacCl
30CH (Figura 12). Contudo, a quantidade de nauplios vivos em relacao ao total
de cistos semeados foi de praticamente zero em 48 horas, ou seja, houve 100%
de letalidade nos grupos submetidos a stress. Tal efeito era esperado dada a
agressividade do estimulo estressante para a espécie (Agua em 0% de
salinidade). O grupo baseline mostrou proporcdes esperadas de nauplios vivos

em 48 horas (Figura 13).

Os cistos mantidos por 48 horas sob stress hiposmético intenso (agua
purificada) e ressemeados por mais 48 horas em agua do mar mostraram taxa
de ecloséo e vitalidade comparavel aos parametros medidos apds 48 horas sob
stress, 0 que mostra a ndo reversibilidade da inibicdo da eclosdo mesmo apdés a
transferéncia para um ambiente favoravel. Tal resultado sugere ter havido a
morte dos embrides apos o stress sofrido, independentemente do tratamento
aplicado (Figuras 14, 15 e 16). A variancia do grupo baseline (ndo desafiado)
mostra que o préprio repique é, per se, um fator estressante, contudo, os
resultados séo claramente distintos dos grupos expostos previamente ao stress

hiposmatico prévio.
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Figura 11. Taxa de eclosao dos cistos em 24 horas (A) e 48 horas (B). Todos os
grupos foram expostos a stress hiposmoético intenso (agua purificada), exceto o
grupo ndo desafiado (baseline). As significAncias estatisticas entre tempo e
tratamento estdo reportadas na base das figuras. Os valores das colunas
representam média e erro padrdo. Stress = apenas stress hiposmoético; Succ
water = agua sucussionada. ANOVA de uma via. N=4. Nenhum outlier

identificado.



umbrella / cyst ratio

24 hours - umbrella/ cyst ratio

0.204
T 1
0.104
0.054
0.00 T T T T
] ) X N
.. 123 <
& N & o5
2 2 o o
< o &
M <

ANOVA, F(3,11) = 1.565, p=0.2534
Normality test, W=0.8190, 0.9980, 0.9813, 0.8897
mean / SE

umbrella / cyst ratio

0.20

0.15+

0.10+

0.054

48 hours - umbrella / cyst ratio

0.00

Normality test, W=0.7787, 0.9454, 0.9980, 0.9616

#p=005 rel. baseline and stress

mean / SE

44

ANOVA, F (3,12) = 25.77, *p<0.0003 rel. baseline and stress, p<0.05 rel. succ. water;

Figura 12. Razao entre estagios “guarda-chuva” e cistos em 24 horas (A) e 48

horas (B). Todos os grupos foram expostos a stress hiposmotico intenso (dgua

purificada), exceto o grupo nao desafiado (baseline). As significancias

estatisticas entre tempo e tratamento estao reportadas na base das figuras. Os

valores representam média e erro padrdo. Stress = apenas stress hiposmotico;

Succ water = agua sucussionada. ANOVA de uma via, seguida de Tukey. N=4.

Um outlier identificado em 24 horas.
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Figura 13. Vitalidade naupliar, medida como raz&o entre o nimero de nauplios
Vivos e 0 numero de cistos semeados apés 24 horas (A) e 48 horas (B) de
incubacédo. Todos os grupos foram expostos a stress hiposmotico intenso (Agua
purificada), exceto o grupo nao desafiado (baseline). As significancias
estatisticas entre tempo e tratamento estdo reportadas na base da figura. Os
valores representam média e erro padrdo. Stress = apenas stress hiposmotico;
Succ water = agua sucussionada. ANOVA uma via seguida de Tukey. N =4. Um

outlier identificado em 24 horas.



46

re-seeding 48 hours - hatching ratio

5 —
4 -
9
IS
— 3 —
(@)]
£
S 2
©
e
1 -
0 [ H_
1 |
4 S S >
N & & N
? X N N
,Q‘b‘ 0() {§)
> \

ANOVA, F(3,4) = 1.332, p=0.3817
Normality test was not possible (N=2)
No outlier identified
mean / SE

Figura 14. Taxa de eclosdo dos cistos em 48 horas ap0s ressemeadura em agua
do mar. Todos os grupos foram previamente expostos a stress hiposmotico
intenso (4gua purificada), exceto o grupo nao desafiado (baseline). Os dados
estatisticos estdo reportados na base das figuras. Os valores das colunas
representam média e erro padrdo. Stress = apenas stress hiposmético; Succ
water = 4gua sucussionada. ANOVA de uma via. Nao foi possivel a verificacao

da normalidade. N=2. Nenhum outlier identificado.
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Figura 15. Raz&o entre estagios “guarda-chuva” e cistos em 48 horas apés
ressemeadura em agua do mar. Todos os grupos foram previamente expostos a
stress hiposmotico intenso (agua purificada), exceto o grupo ndo desafiado
(baseline). Os dados estatisticos estdo reportados na base das figuras. Os
valores das colunas representam meédia e erro padrdo. Stress = apenas stress
hiposmotico; Succ water = agua sucussionada. ANOVA de uma via. Nao foi

possivel a verificagdo da normalidade. N=2. Nenhum outlier identificado.
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Figura 16. Vitalidade naupliar, medida como razao entre o numero de nauplios
Vivos e 0 numero de cistos semeados ap0s 48 horas apos ressemeadura em
agua do mar. Todos os grupos foram previamente expostos a stress hiposmético
intenso (agua purificada), exceto o grupo nao desafiado (baseline). Os dados
estatisticos estdo reportados na base das figuras. Os valores das colunas
representam média e erro padrdo. Stress = apenas stress hiposmoético; Succ
water = 4gua sucussionada. ANOVA de uma via. Nao foi possivel a verificacao

da normalidade. N=2. Nenhum outlier identificado.
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6.4. Expressdao de genes para HSPs

O estudo da expressédo de genes para HSPs a partir do material biolégico
colhido ao final do experimento 2 mostrou aumento na expressao dos genes
hsp26 e reducdo na expressdo do gene p26, ambos relacionados ao stress
hiposmotico intenso associado ao tratamento com solventes sucussionados
(agua e NaCl 30CH), independente da substancia de partida (cloreto de sédio).
A expressao de hsp40 mostrou tendéncia de aumento em relagdo aos controles,
mas com grande variancia e auséncia de significancia estatistica. A expressao
de hsp90 foi o resultado mais especifico observado, com aumento nas amostras
submetidas a stress hiposmotico tratados com agua sucussionada e reducéo nas
amostras submetidas a stress e tratadas com NaCl 30CH (Figura 17).

Em suma, os efeitos especificos do tratamento de cistos expostos ao
stress hiposmotico com NaCl 30CH foram observados como reducdo na
expressao dos genes p26 e de hsp90 em relacdo a linha base (cistos mantidos

em agua do mar, sem stress e sem tratamento).

6.5. Interagdo das amostras com corantes solvatocromicos

A interacdo das amostras magnetizadas de NaCl 30CH e seus controles
(dgua, alcool 10%, sucussionados ou ndo) com corantes solvatocrémicos
mostrou interagdo especifica entre as amostras de NaCl 30CH e os corantes
Coumarin 7 e BDN (Figura 18). Tendo apresentado significancia estatistica mais
evidente e com auséncia de outliers, o corante Coumarin 7 foi escolhido como
sendo 0 método de eleicdo para a andlise das amostras de agua obtidas do
experimento 2. Assim, a andlise das amostras de 4gua mostrou que o corante
Coumarin 7 identificou a presenca de NaCl 30CH na agua de maneira especifica,

em comparacao aos controles (Figura 19).

Houve, portanto, um paralelismo entre os efeitos bioldgicos especificos
do NaCl 30CH sobre a resposta dos embrides de Artemia franciscana ao stress
hiposmotico intenso e a interacdo desta preparacdo homeopatica com o corante
solvatocromico Coumarin 7, sendo esse considerado um marcador para o

rastreamento do NaCl 30CH na agua.
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Figura 17. Expressao génica relativa (mMRNA) de hsp26, p26, hsp40 e hsp90.
Todos os grupos foram expostos a stress hiposmotico intenso (agua purificada),
exceto o grupo ndo desafiado (baseline). Os dados estatisticos estdo reportados
na base das figuras. Os valores das linhas representam média e desvio padréo,
os circulos negros representam os valores individuais de cada pool de amostras.
Stress = apenas stress hiposmotico; Succ water = 4gua sucussionada. One way-
ANOVA, Tukey. N=4.
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Figura 18. Box-plot da interacdo de amostras de NaCl 30CH e controles (agua,
alcool 10%, sucussionados ou ndo) com corantes solvatocrémicos (ver tabela
2). Os dados estatisticos estdo reportados na base das figuras. One way-
ANOVA, Tukey. N=8.
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Figura 19. Box-plot da interacdo de amostras de agua submetida a diferentes

tratamentos. Baseline refere-se ao controle ndo tratado e ndo submetido a

stress, ou seja, agua do mar artificial. Os demais grupos referem-se a amostras

de agua purificada sob diferentes tratamentos. Os dados estatisticos estdo

reportados na base das figuras. Stress = apenas stress hiposmoético; Succ water

= agua sucussionada. One way-ANOVA, Tukey. N=4.,



54

7. Discusséao

Os mecanismos gue envolvem a bioresiliéncia de Artemia franciscana tém
sido foco de estudo nos ultimos anos, sobretudo no que diz respeito ao
comportamento e desenvolvimento destes animais ao serem submetidos a
tratamentos homeopéticos. No estudo anterior realizado pelo nosso grupo foram
avaliados os efeitos dos isoterapicos na intoxicacao de Artemia salina por cloreto
de mercurio na concentracéo efetiva 10%, sendo observada melhor adaptacéo

dos embrides ao ambiente hostil apos o tratamento [23].

Em adicéo a esses estudos, o foco deste projeto foi avaliar a bioresiliéncia
de A. franciscana ao ser submetida a stress induzido, a partir da avaliacdo da
taxa de ecloséo e da vitalidade dos nauplios; da expresséo génica de proteinas
de choque térmico (HSPs) e da interacao de amostras de insumos homeopéaticos
- e de agua do mar tratada com esses mesmos iNnsumos - com corantes
solvatocrdmicos. Vale mencionar que o objetivo desse projeto nédo foi estudar a
patogenesia (resposta de individuos sadios a preparacfes homeopaticas) de
NaCl 30CH e sim observar os mecanismos envolvendo a modulacdo da
bioresiléncia de Artemia franciscana pelo tratamento da agua com NaCl 30CH

frente a um ambiente extremamente hostil para sua sobrevivéncia.

Como ponto de partida (experimento piloto), foi necessaria a identificacao
do modelo de stress e a preparacdo homeopatica que mais se adequasse as
condi¢des propostas. Foram testados trés tipos de stress osmotico, dentre eles:
stress hiperosmotico, onde as artémias foram submetidas a solucdo hipertdnica
NaCl 5%; stress hiposmatico intenso, onde foi utilizada apenas agua purificada
estéril; e stress hiposmaotico moderado, onde foi utilizada solucéo fisiolégica
(NaCl 0,9%). Em todos os casos, os meios utilizados foram preparados em
condicéo de esterilidade. Todos os grupos (exceto o grupo baseline, em que néo
houve a imputacdo de nenhum tipo de stress ou de tratamento) submetidos a
stress foram tratados com diversas poténcias do isoterapico, preparado a partir
do préprio cloreto de sédio (NaCl). Neste ensaio, 0 grupo submetido ao stress
hiposmético foi o que mostrou clara diferenca entre as taxas de eclosédo e
mortalidade de nauplios entre os tratamentos, em especial o grupo tratado com

NaCl 30CH, onde houve menor taxa de eclosdo e mortalidade. Os resultados
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detalhados dos outros modelos de stress e das outras poténcias homeopaticas

podem ser observados na Tabela 3.

A partir do momento em que o modelo de stress mais adequado (stress
hiposmotico) e a poténcia mais adequada (NaCl 30CH) foram selecionados, o
projeto seguiu para os demais experimentos. No primeiro experimento, foi
realizada a avaliagdo da taxa de eclosdao dos cistos sob stress hiposmético
intenso utilizando quatro grupos experimentais: trés controles (ndo desafiado,
stress e stress tratado com agua sucussionada) e um tratamento (stress tratado
com NaCl 30CH). Observou-se que a maior parte dos nauplios nasceram com
48 horas, 0 que € esperado para esse modelo experimental, entretanto, ndo
houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos experimentais. Também foi
avaliada a razdo entre cada estagio naupliar e o nimero de cistos inicial, e,
embora ndo havendo diferenga estatistica, observou-se uma dindmica particular
no grupo tratado com NaCl 30CH, com certa reducéo de estagio “guarda-chuva”
dos cistos em 24 horas e maior frequéncia (retencao) desse estagio em 48 horas
(Figura 9). Em relacéo a vitalidade dos nauplios, pode-se observar uma reducao
significativa nos grupos submetidos ao stress em relacdo ao grupo controle-
baseline, ndo desafiado, o que deixou clara a acdo do stress nos grupos

desafiados.

Frente a esses resultados, um segundo experimento foi realizado,
utilizando os mesmos grupos experimentais e observando novamente a eclosao
dos cistos. Entretanto, nesta etapa, diferentemente do primeiro experimento, 0s
cistos ndo receberam alimento a fim de minimizar a0 maximo quaisquer
interferéncias entre os sistemas experimentais, uma vez que as amostras seriam
utilizadas para analise de expresséo génica. A auséncia de alimento durante as
primeiras 48 horas de eclosao dos cistos ndo € prejudicial a fisiologia naupliar,
uma vez que nesse periodo as larvas ainda se alimentam de reservas vitelinicas
[25-28, 41]. Em relacédo a taxa de eclosdo, ndo houve diferencga estatistica entre
0s grupos. Contudo, em relacdo aos cistos em estagio “guarda-chuva”, foi
possivel observar uma retencdo desta fase nos diferentes tratamentos,
evidenciada estatisticamente em 48 horas, em que uma relacgao linear é vista em
funcdo das diferentes condicbes experimentais, sendo o pico de retencao
observado no grupo tratado com NaCl 30CH. Também apd0s 48 horas, houve

100% de letalidade em todos os grupos submetidos a stress, independente do
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tratamento, o que condiz com a agressividade esperada do estimulo frente aos
embrides de Artemia franciscana. Dado o desfecho inevitavel do éxito letal de
nauplios em agua ndo salina, a retencdo no estagio guarda-chuva poderia ser
interpretada como uma ecloséao “frustrada”, ou retardada. Talvez o tratamento
com NaCl 30CH produza um padrdo maximo de desaceleracdo do processo de
ecloséo, dada a reducao na expresséo dos genes p26 e hsp90 [88]. Tais dados
estdo expressos nas Figuras 11, 12 e 13.

No segundo experimento também foi avaliada a reversibilidade do
processo, sendo que as placas foram ressemeadas em agua do mar apos 48
horas de eclosdo em ambiente hiposmético, de forma que os cistos fossem
transferidos a um ambiente propicio para sua eclosédo. Entretanto, pode-se
observar a nao reversibilidade da inibicdo de eclosdo mesmo em meio
adequado, revelando talvez um processo de “memaria metabdlica” da espécie
face ao stress sofrido, ou mesmo a morte do embrido durante a diapausa ou 0
processo de eclosdo. Em qualquer das situacdes, tal irreversibilidade foi

independente do tratamento aplicado.

Face a tais constatacOes, had necessidade de compreender mais
elementos sobre 0s mecanismos que possam estar associados a tal
comportamento. Sabe-se que as proteinas de choque térmico (heat shock
proteins — HSPs) participam ativamente do processo de bioresiliéncia das
artémias [42 — 44]. As HSPs estao presentes em todos 0s seres Vivos e
desempenham um papel fundamental nos processos de sinalizacéo e adaptacéo
celular, cuja fung@o é auxiliar as proteinas em seu processo de dobramento, ou
seja, na definicAo de sua estrutura terciaria tridimensional, garantindo que
atinjam a conformacéo espacial correta para que seja possivel desempenhar

suas funcgdes [21, 25].

Neste estudo, foram quantificadas as expressdes dos genes
correspondentes as seguintes HSPs: HSP26, p26, HSP40 e HSP90, a partir das
amostras do segundo experimento. Pode-se observar, portanto, que a exposicao
dos cistos ao stress produziu discreto aumento na expressao de p26, uma HSP
intimamente relacionada ao prolongamento da diapausa [66], mas a associacao
do stress com o tratamento com agua sucussionada produziu padréo diverso de
expressao génica, como aumento na expressao do gene hsp26 e reducdo na

expressao do gene p26. Dado que a HSP26 representa um complexo proteico,
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cujo elemento principal € a proteina p26 [66], entende-se que o papel da agua
sucussionada neste ensaio - incluindo todas as suas caracteristicas, como
presenca de nanobolhas e nanoagregados, bem como maior conteido de ROS
[63] - esta provavelmente relacionado a regulacdo negativa seletiva de
processos transcricionais, hipotese a ser verificada em estudos futuros sobre
mecanismos de regulagdo epigenética. Contudo, o tratamento de cistos
submetidos a stress com NaCl 30CH produziu discreto aumento na expressao
do gene hsp26 e reducéo estatisticamente significante na expressao dos genes

p26 e hsp90, sendo esses os principais achados deste trabalho.

Sabe-se que a proteina HSP90 aumenta antes e depois da diapausa em
Artemia sp, podendo ser uma das responsaveis pela transicdo desse estado de
laténcia embrionaria aos estagios seguintes do desenvolvimento [88]. Na
diapausa, os cistos ndo eclodem e todas as suas fungbes permanecem em
dorméncia até que exista um ambiente propicio para eclosdo. Além disto, os
cistos de Artemia franciscana em diapausa contém quantidades abundantes da
proteina p26 [17]. O fato de ambas as proteinas terem sido menos expressas no
grupo submetido ao stress e tratado com NaCl 30CH poderia explicar, ao menos
em parte, a interrupgédo da eclosdo no estagio “guarda-chuva” dos cistos, com
letalidade de 100% dos nauplios. Entende-se que o stress hiposmaético intenso
(dgua com 0% de salinidade) possa ser um sinal de alarme maximo, em que a
adaptacao desses animais ndo € desejavel, uma vez que violaria brutalmente o
papel dessa espécie no ecossistema em questdo. A acdo do NaCl 30CH, sob
essa perspectiva, poderia ser vista como uma espécie de “adaptagcado as
avessas” ou um sinal de alarma adicional. Outros exemplos de sinais de alarme
que levam a bloqueio da reproducdo de espécies sob esse tipo e risco ja foram
descritos, como um estudo feito por Beux e Zaniboni-Filho (2006) cujo objetivo
foi avaliar a sobrevida de nauplios de Artemia sp. submetidos a diferentes
concentracdes salinas. Neste estudo, foi relatado que ha um pequeno tempo de
sobrevida dos nauplios quando submetidos a agua hiposmética [89]. Em outro
estudo, Nougué et al. (2015) avaliaram avaliou a microbiota intestinal das
artemias e foi possivel observar que, embora a Artemia salina possa sobreviver
a baixa salinidade, a sua microbiota intestinal tem aptidao reduzida, o que pode

influenciar significativamente na sobrevida destes animais [90].
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Dentre as diversas atribuicbes para o uso da homeopatia, € importante
mencionar o potencial uso dessa ciéncia para 0 monitoramento ambiental. Ja
existem alguns estudos acerca deste tema, como 0s estudos realizados por
Souza et al. [8], cujo objetivo foi observar a recuperacao de areas prejudicadas
e 0 comportamento de animais ao serem submetidos a homeopatia administrada
por um mecanismo de dispersao lenta; e por Salles et al. [9] que estudou 0 uso
de corantes solvatocromicos como ferramenta de rastreamentos em
reservatorios de agua. O presente estudo representa uma contribuicéo para essa

linha de pesquisa.

Os métodos de rastreamento de poténcias homeopaticas na agua, em
especial, 0 método dos corantes solvatocromicos, tém sido Uteis pelo ponto de
vista pratico e pelo seu potencial de aplicagcdo nas ciéncias agrarias e do
ambiente [8,9]. Mas também é um recurso valioso para a compreensdo dos
mecanismos de acado da homeopatia, como demonstra Cartwright [79-83]. Neste
estudo foram utilizados diversos corantes para uma triagem inicial e as amostras
foram submetidas previamente a um forte campo magnético, conforme descrito
em [86]. Nessa triagem, observou-se que as amostras de NaCl 30CH
apresentaram interacdo com os corantes Coumarin 7 e BDN, sendo os
resultados mais contundentes com Coumarin 7. Por conta disto, esse corante foi
elegivel para a analise das amostras de agua. Como resultado, foi possivel
rastrear o NaCl 30CH nas amostras de agua tratadas com essa preparagao, o
gue nao ocorreu com os controles. Dessa forma, foi possivel estabelecer um
paralelismo entre os efeitos bioldgicos especificos do NaCl 30CH sobre a
adaptacdo dos embrides de Artemia franciscana ao stress hiposmotico intenso
e a interacdo desta preparacdo homeopatica com o corante solvatocrdomico
Coumarin 7. Entende-se, portanto, que a Coumarin 7 é um possivel marcador
para o rastreamento de NaCl 30CH em amostras de agua, o que pode ser
particularmente util em situacbes de campo. Associacdes similares também
foram demonstradas em trabalhos anteriores, em que corantes solvatocrémicos
também se evidenciaram como bons marcadores fisico-quimicos passiveis de
rastreamento [7-9, 12, 13, 23, 65, 66] corroborando os resultados obtidos no

presente estudo.

Em suma, o efeito do tratamento de cistos submetidos a stress

hiposmotico com isoterapico de cloreto de sodio 30CH foi registrado por meio de
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parametros bioldgicos, especialmente aqueles relacionados a expressao génica
de proteinas associadas a processos de bioresiliéncia (proteinas de choque
térmico), e também de parametros fisico-quimicos, em especial as varia¢des do
momento dipolo da agua tratada, detectavel por meio de corantes

solvatocrémicos.

8. Conclusao

O tratamento de cistos de Artemia franciscana submetida a stress
hiposmotico intenso com NaCl 30CH produziu aumento na retencao da eclosao
em estagio “guarda-chuva” e menor expressado dos genes p26 e hsp90. Tais
efeitos puderam ser associados ao rastreamento de NaCl 30CH na &agua, pelo
método dos corantes solvatocrémicos. Entende-se tais resultados como a
facilitacdo da interrupcéo do desenvolvimento embrionario em situacdes de alto

risco.
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