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RESUMO

Introducédo: De acordo com a chamada “hipdtese da silica”, a informagao dos
materiais originais para o0 preparo de medicamentos homeopaticos seria
transferida por epitaxia sobre nanoparticulas (NP) de silica, em funcdo do
processo de agitacdo e diluicdo, nas poténcias subsequentes. Objetivo:
Comparar os efeitos biolégicos de preparacdes homeopéticas dinamizadas em
frasco de vidro e plastico para verificar o papel da silica no mecanismo de acéo
dos medicamentos homeopaticos. Métodos: Arsenicum album nas diluigbes 30K,
6CH e 200CH, dinamizado em frascos de vidro e plastico, foi utilizado para tratar
macrofagos RAW 264.7 mantidos em co-cultura com leveduras. A morfologia
celular foi analisada por microscopia de luz e microscopia de fluorescéncia. A
atividade oxidativa foi analisada pela dosagem de metabdlitos do oxido nitrico
(método de Griess) e 13 citocinas foram dosadas pelo método Luminex-Magpix. A
composicdo das microparticulas presentes nos medicamentos foi analisada por
microscopia eletrénica de varredura associada a espectroscopia por dispersédo de
energia de Raio X. A condutancia dos medicamentos também foi analisada.
Resultados: Somente os medicamentos dinamizados em frascos de vidro
apresentaram silica na composi¢cdo das microparticulas em suspensao, as quais
mostraram composi¢ao totalmente randémica e sem relacdo com os efeitos
biologicos. O tratamento com Arsenicum album 30K dinamizado em frasco de
plastico apresentou aumento no spreading fagocitario em relacdo aos controles;
porém, sem alteracdes no indice fagocitico e na dosagem de oxido nitrico. O
Arsenicum album 6CH dinamizado em plastico induziu aumento de citocinas pro-
inflamatdrias sem alteragdo morfolégica das células. O medicamento Arsenicum
album 200CH, também dinamizado em frasco plastico, induziu aumento no
spreading, no indice fagocitico e na producdo de o6xido nitrico. Discussado e
conclusédo: Efeitos inespecificos do plastico sobre a atividade dos macrofagos
podem estar relacionados & presenca aleatéria de residuos organicos
desprendidos durante a desinfeccdo dos frascos e a sucussdo; contudo, a
participacéo da silica parece improvavel. O MEV+EDX e condutancia parecem ser
ferramentas Gteis para o controle de qualidade de preparacfes homeopaticas.

Palavras chave: homeopatia; silica; macrofagos; farmacotécnica; Arsenicum

album.



ABSTRACT

Introduction: According to the so-called "silica hypothesis”, the information of the
original materials for the preparation of homeopathic drugs would be transferred by
epitaxy on silica nanoparticles (NP) due to dilution and stirring process. Objective:
Compare the biological effects of homeopathic preparations made in glass and
plastic bottles to verify the role of silica in the mechanism of action of homeopathic
medicines. Methods: Arsenicum album 30K, 6CH and 200cH, prepared in glass
and plastic bottles, has been used to treat RAW 264.7 macrophages maintained in
co-culture with yeasts. Cell morphology was analyzed by light and fluorescence
microscopy. The oxidative activity was assayed by measurement of nitric oxide
metabolites (Griess method) and 13 cytokines were measured by Luminex-Magpix
method. The composition of the microparticles present in the drugs was analyzed
by scanning electron microscopy associated with X ray energy dispersive
spectroscopy. The drug conductance was also analyzed. Results: Only medicines
dynamized in glass bottles presented silica in the composition of suspended
microparticles, which showed random composition unrelated to the biological
effects. Treatment with Arsenicum album 30K prepared in plastic bottle showed
increase in phagocytic spreading compared to controls, but without changes in the
phagocytic index and nitric oxide dosage. The Arsenicum album 6CH prepared in
plastic bottle induced increase in pro-inflammatory cytokines without morphological
changes in the cells. On the other hand, Arsenicum album 200cH also prepared in
plastic bottle induced increase in spreading, phagocytic index and nitric oxide
production. Discussion and conclusion: unspecific effects of plastic on the
macrophage activity might be related to the random presence of organic waste
given off during the disinfection process of the bottles and succussion, however, the
participation of silica seems unlikely. The SEM + EDX and the conductance appear
to be useful tools for quality control of homeopathic preparations.

Keywords: homeopathy; silica; macrophages; pharmacotechniques; Arsenicum

album.
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1 - INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

Hipocrates (460-350 A.C) foi quem descreveu a lei dos semelhantes atraves
do aforismo “Simillia simillibus curantur’, ou seja, ‘O semelhante cura o
semelhante” [1]. A homeopatia consiste em administrar, ao doente portador de
determinados sintomas, doses minimas de uma droga capaz de provocar, em
individuos sadios e sensiveis, sintomas semelhantes aos apresentados pelo
doente. Foi Christian Friedrich Samuel Hahnemann, um médico alem&o conhecido
como o criador da homeopatia, 0 pioneiro da experimentacdo no homem séo,
podendo considerar-se entdo o pai da homeopatia por sistematizar tal método a
partir da lei de semelhanca. Em 1806, Hahnemann publicou o trabalho “As
indicacdes sobre o uso homeopatico dos medicamentos”, sendo pela primeira vez
adotada a palavra homeopatia [2].

A homeopatia foi introduzida no Brasil com a chegada do francés e também
negociante de comércio Benoit Jules Mure em 1840, e as primeiras evidéncias de
atividade homeopéatica no Brasil se deram no século XIX, por contribuicdo do
médico suico Frederico Jahn em 1836 [3]. Atualmente, pesquisas de novas
abordagens diagnésticas e terapéuticas com tratamento alternativo junto com o
tratamento convencional s6 aumentam, visando a melhores resultados e custo
beneficio, ja que os medicamentos homeopaticos sao retirados diretamente da
natureza [4].

Recentemente, alguns autores identificaram nanoparticulas (NP) dos
materiais originais em altas diluicdes de medicamentos homeopaticos preparadas
acima do numero de Avogadro (6,02 x 10%)[5,6]. Os medicamentos
homeopéticos preparados em recipientes de vidro contém NPs de silica
[5,6,7,8,9,10], as quais sao desprendidas pelo processo de agitacdo e podem
representar um componente fundamental para o mecanismo de acdo desses
medicamentos [6,7,8,9,11,12]. A hip6tese microestrutural dos medicamentos
homeopaticos consiste em identificar nanoestruturas revestidas de silicato

dispersos no solvente [13].

A nanosilica pode formar estruturas tridimensionais estaveis, utilizando
DNA, proteinas ou células vivas como moldes (crescimento epitaxial)

[14,15,16,17,18,19, 20]. A epitaxia € um fendbmeno de observagdo comum em
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ciencia e tecnologia dos materiais, especialmente na fabricagdo de
semicondutores. Implica na transferéncia de informacdo estrutural sem
transferéncia de matéria, na qual o material cristalino cresce na superficie de
outro, imitando sua estrutura [21], por isso a nanosilica € muito utilizada, pois as

particulas de silica ndo apresentam efeitos genotéxicos in vitro ou in vivo [22].

A nanotecnologia utiliza silica regularmente na montagem de
nanoestruturas especificas baseadas em DNA, proteinas ou outros materiais
como moldes epitaxicos estruturais [18, 23]. Na hipdtese em questdo, a
nanosilica, se presente [7], serviria como amplificador inespecifico [24, 25] ou
como veiculo para alguma informacdo especifica, de natureza estrutural ou
eletromagnética. Isto €, as NPs de silica agiriam como transportadoras de
informacdo do material original e seriam identificadas e interpretadas por
sistemas bioldgicos [26]. Assim sendo, a interacdo e adsorcdo das NPs do
material original em lactose e/ou silica nas poténcias baixas, como, por exemplo,
a partir de uma trituracdo 1CH [27], criariam “nanosementes” especificas, as
guais seriam usadas na producdo das poténcias subsequentes [6, 28, 29]. As
NPs vém sendo utilizadas intensamente na medicina e na agricultura:
nanoparticulas de prata (AgNs) carregadas de medicamentos naturais podem ser
muito eficazes, propiciando rapidez e menor custo de preparagdo [30]. As
nanoparticulas também podem estar associadas a alteracées de condutibilidade,

como demonstrado no medicamento homeopético Ferrum metallicum [31].

No estudo de Boiron et al [32], o uso de vidros parafinados reduziu o efeito
das altas diluicbes (HDs) em comparacdo com as dinamizacdes preparadas em
vidro apenas. Contudo, ndo houve diferencas visivelmente evidentes entre
solucdes equivalentes (7CH e 15CH) preparadas com ou sem agitacdo. No Unico
estudo em que se compara a concentracdo de contaminantes (elementos
guimicos) em funcdo do material dos recipientes, tempo de armazenagem e
dinamizacédo, Witt e colaboradores [12] observaram que: 1) houve auséncia total
de silicio em recipientes de polipropileno; 2) a concentracdo de contaminantes
aumentou marcadamente na passagem de agua bidestilada armazenada em
polipropileno para recipientes de vidro, de silicio, litio, e sddio, em particular; 3) a
maior diferengca na concentragdo de contaminantes ocorreu na passagem da

tintura-mde a primeira diluicdo centesimal (1 CH), por meio do método
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Hahnemaniano (frascos multiplos) reforcando a hipétese de epitaxia, sendo que
0S seguintes passos de dinamizacdo, at¢é a 30 CH, ndo aumentaram a
concentracdo dos contaminantes; e 4) a maior diferenca na concentracao deu-se
apos as primeiras horas de armazenagem (6 vs. 30 horas; sem diferenca entre
30 e 54 horas). Os autores também chamam a atencdo para o trabalho de
Milgrom et al [33], afirmando que a substituicdo de vidro borossilicato por vidro
sodo-calcico resultou no desaparecimento dos efeitos sobre o tempo de
relaxacao spin-spin em ressonancia magnética nuclear sem, contudo, concluir
sobre possiveis mudancas nos efeitos bioldgicos desses medicamentos. No
entanto, o vidro sodo-calcico também ¢é feito & base de silica, portanto qualquer

alteracao nos efeitos ndo pode ser atribuida ao tipo de recipiente.

No presente estudo comparamos os efeitos biolégicos com co-culturas de
macrofagos da linhagem RAW e da levedura (Saccharomyces cerevisiae),
encontrada no fermento e também utilizada em pesquisas bésicas em
homeopatia [34]. O modelo in vitro proposto teve como objetivo comparar 0s
efeitos de preparacbes homeopaticas de Arsenicum album 30 K, 6CH e 200CH,
dinamizadas em frascos de vidro e plastico, para melhor compreensao do papel
da silica nos efeitos biologicos desse medicamento, partindo-se da hipétese de

qgue os mecanismos de agdo ocorreriam no nivel molecular [35, 36].

Os macroéfagos séo células da linhagem mieldide do sistema imunoldgico
(SI), sendo especializadas em fagocitose contra patdégenos e producdo de
citocinas [37]. Sao essenciais para o desenvolvimento dos tecidos, homeostase e
inflamacdo. Uma caracteristica marcante dessas células é sua capacidade de
resposta de acordo com os estimulos ambientais [38]. Sendo assim, dados
recentes sugerem que o0s macrofagos tém funcdes especificas e que fatores
epigenéticos podem afetar sua funcdo normal e evoluir para aparecimento de
diversas doencas. Dentro de cada tecido, o macréfago funciona com
heterogeneidade e sua acao depende da sua localizagao no tecido [39, 40, 41].
Sendo os macrofagos células muito sensiveis a pequenos estimulos, 0s mesmos
tornam-se um sensor biolégico de exceléncia para pesquisas em homeopatia.
Mas ainda ha necessidade de mais estudos para esclarecer qual a exata
influéncia do plastico nas preparacfes homeopéticas dinamizadas em frascos de

plastico.
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A literatura sobre medicamentos homeopaticos dinamizados em frascos de
plastico ainda é escassa. O que mais se encontra na literatura com material de
plastico sdo estudos que envolvem o consumo em alimentos embalados ou
armazenados em plastico de polietileno, como a agua mineral, em que se mostra
a presenca de disruptores enddcrinos na sua composi¢cao, em concentracdes ndo
toxicas. Tais compostos seriam liberados na dgua quando em altas temperaturas
(40°C a 60°C), mas experimentalmente ndo apresentaram nenhuma atividade

citotoxica ou endocrina [42, 43, 44].

Neste contexto, o presente trabalho comparou os efeitos de diluicbes
homeopaticas de Arsenicum album, preparadas em recipientes de vidro e
plastico, em modelo biolégico in vitro, visando estabelecer se a presenca de silica
€ determinante na acao desses medicamentos. Os resultados sdo de extrema
relevancia para a compreensdo do mecanismo de acao dos medicamentos
homeopaticos, além de terem implicacdes praticas altamente significativas para a
farmacia homeopatica, pois ddo base para se estabelecer em que medida a
substituicdo de frascos de vidro por frascos de plastico na dinamizacao e estoque

de matrizes dos medicamentos seria uma opc¢ao interessante e viavel.
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2 OBJETIVO

Comparar os efeitos bioldgicos de preparacées homeopaticas dinamizadas
em frascos de vidro e plastico utilizando co-culturas de macréfagos e leveduras in
vitro, para verificar o papel da silica no mecanismo de acdo dos medicamentos

homeopaticos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Etica

Por se tratar de estudo 100% in vitro, utilizando células da linhagem RAW
264.7, a aprovacao do comité de ética da UNIP para uso de animais em pesquisa

nao foi necessaria (ANEXO).

3.2 Preparacao dos medicamentos

As matrizes dinamizadas foram preparadas no Laborat6ério HN Cristiano,
S&o Paulo, sob a supervisao da Farmacéutica Amarilys Toledo Cesar, a partir da
matriz de estoque 3CH em Lactose (UFRJ®), produzida na Farmacia Escola da
UFRJ e cedida pela Prof®. Dr® Carla Holandino. As diluicdes foram feitas em
recipientes de vidro ambar convencional (vidro tipo IlI) ou pléastico PET
(polipropileno R18/400, Apace®) para dispensacdo de medicamentos [45]. Os
frascos de plastico foram desinfetados em microondas, recebendo 3 choques de
5 minutos em poténcia alta. Os frascos de vidro foram desinfetados em autoclave
a 121°C, por 30 minutos. Todos os procedimentos seguiram as normativas

descritas na Farmacopeia Homeopéatica Brasileira (32 edi¢&o).

O método Korsakov (onde todas as diluicGes em sequéncia séo feitas num
mesmo frasco) foi aplicado de forma diferenciada, sendo que se partiu da matriz
3CH em lactose dissolvida em solucao hidroalcodlica 20% e ndo a partir da
30CH, como descrito na Farmacopeia Homeopéatica Brasileira. Posteriormente,
as diluicdes seguintes foram feitas em solucdo hidroalcodlica 70% até atingir a
diluicdo 30K. Esta ultima passagem foi feita utilizando agua pura estéril. As
diluicdes centesimais seriadas 6CH e 200CH também foram feitas a partir da
matriz 3CH em lactose e também seguiram as normativas da Farmacopeia

Homeopatica Brasileira.

Para as andlises dos medicamentos na poténcia 200CH, uma variavel
adicional foi inserida: o medicamento preparado em vidro foi centrifugado a 5000
rpm por 30 minutos, e a fase superficial do liquido foi recolhida separadamente
para fins de comparacdo com o medicamento integral. O objetivo desse
procedimento foi separar as particulas mais pesadas, contendo silica, da fase

liquida superficial.
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Os frascos foram embalados em papel aluminio e suas etiquetas foram
trocadas por um funcionario do laboratério ndo envolvido diretamente na
experimentacdo. As etiquetas originais e os respectivos codigos foram mantidos
em envelope lacrado durante todo o ensaio e o mesmo sO foi aberto apds o
término da andlise estatistica. Assim, todo o procedimento experimental foi feito

em cego.
3.3 Cultura de macrofagos com leveduras e tratamento

Os macrofagos RAW 264.7 foram descongelados, distribuidos em garrafas
de cultura e adicionados ao meio RPMI suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 200U ml™* penicilina, 100U ml* estreptomicina e 2.6 pg mlt de
anfotericina. O plaqueamento foi feito em placas de 6 pocos processadas em
triplicatas, contendo 25x10° células por poco. Nenhuma laminula foi inserida no
poco para manter o microambiente celular livre de silica. A levedura de péo
(Saccharomyces cerevisiae) foi adicionada sobre as células aderidas no fundo do
poco na proporcdo 1:10 (macréfagol/levedura), ou seja, 25x10° leveduras por
poco. O tratamento foi feito com os medicamentos Arsenicum 30K, Arsenicum
6CH, Arsenicum 200CH, Arsenicum 200CH centrifigado, todos preparados em
agua pura e filtrados em filtro Millipore® 22 um, utilizando 20% do volume total do
meio de cultura de cada poco. Apés 24 horas, foi feito o reforco dos mesmos
medicamentos a 1% do volume total. Apés 48 horas, as células foram fixadas

com metanol absoluto por 15 minutos e coradas pelo método Giemsa.
3.4 Histomorfometria

As células fixadas e coradas no fundo de cada poco, apés a secagem do
fixador, foram examinadas em microscopia Otica. Foram feitas 10 fotos por
campo, sendo contadas 200 células por poco, com a objetiva (100x), em imersao.
A area média das células (ou spreading) medida em pixels e o namero de
microorganismos fagocitados foram contados em sistema automatizado, pelo
software Metamorph® (Molecular Devices, Estados Unidos). O indice fagocitico
foi calculado pela porcentagem de leveduras internalizadas em relacdo ao
numero de células fagociticas por campo microscopico.

3.5 Alaranjado de acridina
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Neste experimento, as células mantidas em co-cultura e tratadas por 48
horas foram incubadas em estufa de CO, com alaranjado de acridina (5 pg / ml)
por 20 minutos. ApGs a incubacédo, os pocos foram lavados com tampéo fosfato
salino (PBS), as laminulas foram colocadas sobre as células com uma gota de
PBS, sendo as amostras examinadas a fresco em um microscépio de
fluorescéncia (OLYMPUS-BX60, Japao) para observagdo da fagocitose em
tempo real. As imagens foram capturadas por camera digital (Eye-Camera,
DINO-EYE® - AM7023, China). A fluorescéncia verde aparece nas estruturas de
acido nucleico de cadeia dupla (DNA). A fluorescéncia vermelha/alaranjada
aparece vinculada ao acido nucleico de cadeia simples (RNA) ou a estruturas
acidas, como lisossomos e fagolisossomos. A andlise qualitativa da morfologia
celular foi feita por meio de fotomicrografias seriadas.

3.6 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

O sobrenadante colhido no ensaio de fagocitose foi congelado a -80°C,
para posterior dosagem de nitrito (NO;) produzido pelos macréfagos em cultura.
A dosagem foi feita por método colorimétrico em placas de 96 pocos, em
duplicata, sendo misturados, em cada poc¢o, 100ul do sobrenadante e 100 pl do
reagente de Griess (NEED 0,1% e SULFANILAMIDA 1%). A curva foi feita a
partir de solucdo mae (140 mg de nitrito de soédio, SIGMA + 10 ml de agua
destilada). As placas foram deixadas por 10 minutos em temperatura ambiente e
lidas em espectrofotometro (ELISA) a 540 nm. Os resultados foram expressos
em pg de NO para 10° células, comparando-se a densidade 6tica (DO) com a
curva padréao de NO..

3.7 Microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e Espectroscopia por

energia dispersiva de raios-X (EDX)

A identificacdo das microparticulas em suspensdo contidas nos
medicamentos foi feita pelo método da micro-evaporacdo seguido de MEV +
EDX, em microscopio eletrbnico de varredura (JEOL 6510®). Assim, 0s
microtubos contendo amostras de cada medicamento selecionado foram
centrifugados por 30 minutos a 5000 rpm, para sedimentacdo das micro-
particulas. Em seguida, sobre cada stub (plataforma), foram colocados 10 pL de
cada amostra e o mesmo foi inserido no aparelho. Para garantir que as particulas

analisadas fossem exclusivamente aquelas obtidas da centrifugacdo dos
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medicamentos, cada stub foi previamente limpo com acetona 70% e mantido em
uma placa de Petri fechada, dentro da capela. As gotas foram secas
naturalmente sobre os stubs, em torno de 15 minutos. A MEV permite a analise
estrutural e morfolégica das particulas (Figura 1) e o EDX realiza a analise
guimica superficial; dessa forma, é possivel identificar os elementos quimicos
presentes em cada amostra. Os resultados do EDX s&o apresentados em forma
de graficos, nos quais 0s picos correspondentes a cada elemento quimico sao
identificados. Ao final da anélise, o programa apresenta tabelas com a

porcentagem / atomos para cada elemento quimico presente em cada amostra.

Base(167)

Full scale counts: 214 Base(167)_pt1 Cursor: ~ 4.500 keV

2 Counts
In
200 -
Nb
1504 0

100 4

Klim - 86 - Rn keV

Figura 1 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e perfil obtido
em EDX para uma particula selecionada, a partir de amostra de
Arsenicum album 6CH - vidro. Os pontos numerados representam

as microparticulas identificadas sobre o stub.
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3.8 Ensaio imunoenzimatico para dosagem de citocinas- Luminex-Magpix®

Os sobrenadantes de cultura dos macréfagos infectados foram colhidos
apos 48 horas para centrifugacdo e congelamento em freezer -80°C, para
posterior dosagem de citocinas. A dosagem foi realizada pelo método MAGPIX-
Luminex® (kit Millipex e- Bioscience mouse cytokine Magnet®, Estados Unidos),
seguindo as instru¢des do fabricante. O kit inclui os sistemas de detecgao para as
seguintes citocinas: IFN gama, IL1 alfa, IL1 beta, IL6, IL10, IL12(p40), IL12(p70),
MCP1, MIP-1 beta, GM-CSF, RANTES, VEGF, TNF alfa. As amostras foram
analisadas em triplicata. Os resultados foram expressos em pg/ml. Amostras com
quantidades abaixo do limite de detecgdo foram registradas como “zero” e
amostras acima do limite determinado pela curva padrao foram registrados com o
valor mais alto da curva.
3.9 Acuspointer Ryodoraku

Esse aparelho é utilizado para avaliagdo da atividade de meridianos na

acupuntura, com base na condutividade da pele em pontos especificos. O
resultado € mensurado em microamperes (M/A) e a calibracdo do equipamento
antes de cada mensuracdo é feita em 200 M/A. Neste estudo o Ryodoraku foi
adaptado para que seus dois cabos de transmissao fossem fixados a agulhas de
acupuntura (30x40mm), transfixadas em uma base de cera isolante presa em
uma estrutura fixa, no intuito de garantir a estabilidade e o exato paralelismo das
agulhas. Esse método foi realizado dentro do fluxo laminar mantendo aparelhos
eletrbnicos a 2 metros de distancia do local da medicdo, para evitar que
eventuais campos magnéticos influenciassem no resultado. Dentro do fluxo
laminar foi colocado um higrémetro para o controle de temperatura e umidade do
local. O padrédo de temperatura observado foi de 24.8°C em média e umidade a
57%. As amostras foram alocadas em criotubos de fundo chato, em triplicata. As
agulhas foram inseridas no liquido sem que as mesmas tocassem as paredes do
tubo. Aguardaram-se 5 segundos apés a introducdo da agulha na amostra até
que o aparelho se estabilizasse. Dessa forma, a condutividade medida

correspondeu exatamente a condutividade do liquido.
3.10 Anéalise Estatistica

Os dados paramétricos foram analisados pelo teste Anova/Tuckey-

Krammer, e os dados ndo paramétricos foram analisados pelo método Kruskal-
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Wallis/Dunn, de acordo com o resultado do teste de Bartlett. Em todos os casos,
os valores p<0.05 foram considerados significativos. As andlises estatisticas

foram processadas no software Prism 5.0.
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4 RESULTADOS
Avaliacao do spreading e da fagocitose in vitro

O medicamento Arsenicum album 30K dinamizado em frasco de pléstico e a
adgua dinamizada em frasco de vidro produziram aumento do spreading (area
celular) dos macréfagos, em relagdo aos controles (p<0.05). O indice fagocitico ndo

apresentou significancia estatistica entre os grupos (Figuras 2 e 3).

A Spreading B Phagocytosis
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Figura 2 - Spreading dos macréfagos em pixels (A) e index fagocitico (B) de co-culturas entre
macrofagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae tratadas com Arsenicum album 30K. Os
valores representam média e erro padrdo. Contr = apenas macréfagos, Contr+yeast = macréfagos
co-cultivados com levedura, As 30K G = Arsenicum album 30K — vidro, As 30K P = Arsenicum
album 30K — plastico, WG = agua dinamizada — vidro, WP = agua dinamizada - plastico. Os
macréfagos e as leveduras foram mensurados no software Metamorph®. Kruskal-Wallis / Dunn,

*p<0.05 em relacdo ao controle.
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Controle Controle + levedura
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As 30K G - vidro Agua dinamizada - vidro
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Figura 3- Morfologia de células mantidas em co-cultura com Saccharomyces cerevisiae coradas pela

coloracéo de Giemsa no tempo de 48hs de incubacédo. Objetiva 100X.

Ndo foram observadas diferencas entre os grupos na dosagem de Oxido
nitrico, em 24 horas e 48 horas de incubacao (Figura 4).
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Figura 4 - Dosagem de 6xido nitrico (ug para 10° células) no sobrenadante de co-culturas entre
macréfagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae em diferentes tempos: 24 horas (A), 48
horas (B). Control = apenas macréfagos, Control+yeast = macréfagos co-cultivados com
levedura, WP = agua dinamizada - plastico, As 30K P = Arsenicum album 30K - plastico, As 30K
G = Arsenicum album 30K - vidro, WG = 4gua dinamizada - vidro. Kruskal-Wallis/Dunn, sem

significAncia.
Os medicamentos Arsenicum album 6CH dinamizado em frasco de vidro e
plastico ndo apresentaram significancia entre os grupos em relacdo ao spreading e o

indice fagocitico (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Spreading dos macréfagos (pixels) (A) e index fagocitico (B) de co-culturas entre
macréfagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae tratadas com Arsenicum album 6CH. Os
valores representam média e erro padrdo. Contr+yeast = macréfagos co-cultivados com
levedura, WG = agua dinamizada - vidro, As 6CH G = Arsenicum album 6CH - vidro, As 6CH P =
Arsenicum album 6CH - plastico. Os macro6fagos e as leveduras foram mensurados no software
Metamorph®. Kruskal-Wallis /Dunn (spreading), ANOVA/Tukey Krammer (Index fagocitico), sem

significncia.
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Figura 6- Morfologia de células mantidas em co-cultura com Saccharomyces cerevisiae coradas

pela coloracdo de Giemsa no tempo de 48 horas de incubagdo. Objetiva: 100X.
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N&o foram observadas diferencas entre os grupos na dosagem de Oxido

nitrico, em 48 horas de incubacao (Figura 7).

NO 48HS
2.0+

1.5

NO (um)

Figura 7 - Dosagem de 6xido nitrico (ug para 10° células) no sobrenadante de co-culturas entre
macréfagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae apos 48 horas. Os valores representam média e
erro padrdo. Control + yeast = macréfagos co-cultivados com levedura, As 6CH G = Arsenicum album
6CH - vidro, WG = agua dinamizada - vidro, As 6CH P = Arsenicum album 6CH - plastico.

ANOVA/Tukey Krammer, sem significancia.

As citocinas MCP-1, IL1 alfa e IL-6 mostraram aumento estatisticamente
significante ap6s 48 horas do tratamento com Arsenicum album 6CH. Os peptideos
GM-CSF e VEGF mostraram clara tendéncia de aumento, mas sem significancia

estatistica, em funcéo da variancia apresentada (Tabela 1, Figura 8).
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Figura 8 — Concentracdes de (A) IL1 alfa, (B) IL-6, (C) MCP1, (D) GM-CSF, (E) VEGF
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no

sobrenadante (pg/ml) obtido a partir da co-cultura de macréfagos RAW 264.7 infectados com

leveduras Saccharomyces cerevisiae e tratados com Arsenicum album 6CH dinamizado em frascos

de vidro e plastico. Os valores representam média e erro padrdo. ANOVA/Tukey Krammer, *p<0.05

em relagao ao controle.
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Tabela 1- Citocinas dosadas a partir do sobrenadante de culturas de macréfagos tratadas com
Arsenicum album 6CH ap6s 48 horas. Contr+lev = controle levedura; As 6CH G = Arsenicum album
6CH preparado em frasco de vidro, As 6CH P = Arsenicum album 6CH preparado em frasco de

plastico; WG = agua dinamizada em frasco de vidro. ANOVA, Tuckey-Krammer, p<0,002 em relagao

ao controle.
Citocinas Contr+ lev As 6CH G WG As 6CH P
glFN Média 4,553 4,69 4,753 4,11
SD 1.197 0,729 1,361 0,968
IL1a Média 56,646 37,38 35.71 92,34
SD 16,029 0 12,135 13,948
IL18 Média 21,973 11,18 21,973 23,283
SD 16,190 9,249 16,190 14,278
IL-6 Média 5,68 4,16 5,356 68,256
SD 0,953 1,255 1,516 33,206
IL-10 Média 3,613 3,276 3,59 3,983
SD 1,252 0,390 0,900 0,659
IL-12 (p40) Média 6,016 4,63 5,296 4,445
SD 2,303 0,744 1,469 0,346
IL-12 (p70) Média 10,866 4,533 5,69 5,423
SD 9,537 1,218 1,748 2,181
MCP1 Média 795,33 638,66 709 1576,33
SD 193,08 202,74 209,18 286,19
MIP-18 Média 127,27 12647,33 135,53 13796,33
SD 768,09 494,53 1899,86 643,127
GM-CSF Média 2,346 1,513 1,49 6,276
SD 2,327 1,241 1,281 10,074
RANTES Média 261,33 262 209,33 352,66
SD 58,526 75,438 41,594 104,57
VEGF Média 4,48 5,466 8,84 46,843
SD 1,532 3,285 7,483 35,433
TNFa Média 890,66 760 793,66 714
SD 139,95 113,84 142,87 65,505

As células coradas a fresco pelo alaranjado de acridina e analisadas em
microscopia de fluorescéncia também nao apresentaram diferencas morfolégicas
significativas entre os grupos, sendo que poucos vacuolos acidos foram observados
(Figura 9).
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Figura 9- Fotomicrografia de macrofagos RAW 264.7 co-cultivados com leveduras por 48 horas e
tratados com Arsenicum album 6CH. Imagem obtida por microscopia de fluorescéncia de células
coradas a fresco com alaranjado de acridina. (A) Macr6fagos co-cultivados com leveduras; (B)
Arsenicum album 6CH - vidro; (C) agua dinamizada — vidro; (D) Arsenicum album 6CH — plastico.

Objetiva 40x.

Células tratadas com Arsenicum album 200CH, dinamizado em frasco
plastico, apresentaram aumento do spreading (area celular, p<0.05) e do index
fagocitico (p<0.05) em relacdo aos macréfagos tratados com o0 mesmo

medicamento dinamizado em vidro (Figuras 10 e 11).
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Figura 10- Spreading dos macréfagos (pixels) (A) e index fagocitico (B) de co-culturas entre

macrofagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae tratadas com Arsenicum album 200CH. Os

valores representam média e erro padrédo. Contr.+yeast = macréfagos co-cultivados com levedura,
As 200CH G = Arsenicum album 200CH - vidro, As 200CH S G = Arsenicum album 200CH

dinamizado em vidro e centrifugado, As 200CH P = Arsenicum album 200CH - plastico. Os

macréfagos e as leveduras foram mensurados no software Metamorph®. Kruskal-Wallis/Dunn

*p<0.05 em relacdo ao As 200CH - vidro.
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Figura 11- Morfologia de células mantidas em co-cultura com Saccharomyces cerevisiae

coradas pela coloracdo de Giemsa no tempo de 48 horas de incubacgdo. Objetiva: 100X.

Foram observadas diferencas entre os grupos na dosagem de Oxido
nitrico apos 48 horas de incubacao. Houve aumento significativo dos niveis de
NO produzidos em co-culturas tratadas com o medicamento Arsenicum album
200CH dinamizado em frasco plastico (*p<0.05) em relacdo as co-culturas

tratadas com Arsenicum album 200CH - vidro (Figura 12).
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Figura 12- Dosagem de 6xido nitrico (ug por 10° células) no sobrenadante de co-culturas
entre macréfagos RAW 264.7 e Saccharomyces cerevisiae ap6s 48 horas. Os valores
representam meédia e erro padrdo. Contr+yeast = macréfagos co-cultivados com leveduras,
As 200CH G = Arsenicum album 200CH - vidro, As 200CH S G = Arsenicum album 200CH
centrifugado, As 200CH P = Arsenicum album 200CH - plastico. Kruskal-Wallis/Dunn *p<0.05

em relacdo ao medicamento Arsenicum album 200CH - vidro.

As citocinas IL-6, MCP-1, RANTES e IL1-B mostraram tendéncia clara de
diminuicdo em todos os tratamentos testados em relagdo ao controle nao tratado;
porém, sem apresentar significAncia estatistica, em fungcdo das variancias

observadas (Figura 13, Tabela 2).
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Figura 13- Concentracdo de (A) IL-6, (B) MCP1, (C) RANTES, (D) IL1-B (pg/ml) no sobrenadante
de co-culturas de macréfagos RAW 264.7 e leveduras Saccharomyces cerevisiae tratadas com o

medicamento Arsenicum album 200CH. Contr+yeast = macréfagos co-cultivados com leveduras, As
200CH G = Arsenicum album 200CH - vidro, As 200CH S = Arsenicum album 200CH centrifugado,

As 200CH P = Arsenicum album 200CH - plastico. Kruskal-Wallis.
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Tabela 2- Citocinas dosadas a partir do sobrenadante de culturas de macréfagos tratadas com
Arsenicum album 200CH apos 48 horas. Contr+lev = controle levedura, As 200CH G = Arsenicum
album 200CH preparado em frasco de vidro, As 200CH P = Arsenicum album 200CH preparado em
frasco de plastico, As 200CH SG = Arsenicum album 200CH preparado em frasco de vidro e

centrifugado. Kruskal-Wallis.

Citocinas Contr+ lev As 200CHG As 200CH SG As 200CH P
glFN Média 4,753 3,96 5,08 3,22
SD 1,361 1,096 0,14 4,753
IL1a Média 77,703 82,063 48,02 71,71
SD 71,275 70,675 11,208 41,933
IL1B Média 12,49 8,46 9,77 20,08
SD 8,349 2,268 0 13,438
IL-6 Média 78,483 13,783 13,96 19,563
SD 46,635 5,223 6,733 16,423
IL-10 Média 4 4,36 3,616 3,816
SD 0,939 1,554 0,438 0,254
IL-12 (p40) Média 4,853 4,893 4,286 4,226
SD 1,422 1,802 0,367 0,790
IL-12 (p70) Média 7,86 6,063 6,393 6,846
SD 3,629 4,210 0,785 0,785
MCP1 Média 3237 1453 1985,33 1742,66
SD 1574,47 940,16 637,47 1181,31
MIP-18 Média 14675,33 13161,66 14763,33 13758,33
SD 1302,98 1685,76 203,492 3076,77
GM-CSF Média 0,373 1,05 1,05 0,12
SD 0,150 1,021 1,021 0,069
RANTES Média 230 121,97 114,12 157,50
SD 118,82 84,36 31,33 133,21
VEGF Média 8,396 8,316 8,19 5,88
SD 6,612 3,901 1,535 1,741
TNFa Média 1765 1345,66 1448,33 1536,33
SD 474,00 509,482 248,06 849,132

A observacédo das células a microscopia de fluorescéncia apds coloracéo pelo
alaranjado de acridina revelou maior atividade celular, com vacuolos &cidos
evidentes e fluorescentes, nos grupos tratados com Arsenicum album 200CH
dinamizado em plastico e vidro, em relagdo ao controle. Um padrdo menos ativo foi
observado nas células tratadas com Arsenicum album 200CH dinamizado em vidro e

submetido a centrifugacao (fase superficial do liquido) (Figura 14).
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Figura 14- Fotomicrografia em microscopia de fluorescéncia de células coradas a fresco pelo

método alaranjado de acridina. (A) Macréfagos co-cultivados com leveduras, (B) Arsenicum
album 200CH - plastico, (C) Arsenicum album 200CH - vidro, (D) Arsenicum album 200CH -

vidro - sobrenadante apés ultra-centrifugacao. Objetiva 40x.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia por

energia dispersiva de raios-X (EDX)

As analises obtidas pelos métodos MEV e EDX com os medicamentos
Arsenicum album 200CH - vidro, Arsenicum album 200CH - vidro / sobrenadante apds
ultra-centrifugagédo e Arsenicum album 200CH - plastico mostraram que particulas de
diferentes composicbes sao identificadas randomicamente em todos 0s
medicamentos (% de atomos/particulas), ou seja, ndo houve um padrao definido de
elementos quimicos, metais ou ndo metais, que pudesse ser associado a cada

medicamento, recipiente e a sua atividade bioldgica.
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Somente as amostras de Arsenicum album 200CH - vidro apresentaram

particulas contendo tracos de silica (Figura 15).
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Figura 15- Identificacdo de elementos quimicos (% de atomos) por microparticula. As

microparticulas foram obtidas a partir do sedimento dos medicamentos previamente

centrifugados. Andlises feitas pelo método Espectroscopia por energia dispersiva de raios-
X (EDX). (A) Arsenicum album 200CH - vidro, (B) Arsenicum album 200CH - vidro -

sobrenadante apés ultra-centrifugacéo, (C) Arsenicum album 200CH - plastico, (D) Agua

pura.

Por meio da medicdo em microampéres (M/A) da condutancia dos

medicamentos homeopaticos dinamizados no momento da analise, identificou-se
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que a agua pura filtrada apresenta condutividade igual a 100 M/A, com pequena
variacdo. Esse valor de condutancia, portanto, serviu de padrdo de comparacao
para os demais medicamentos. A maior condutividade foi observada no
medicamento Arsenicum album 200CH vidro - sobrenadante apds ultra-

centrifugagéo, sendo estatisticamente significante em rela¢do a agua pura filtrada.

O A&lcool 70% apresentou metade da condutancia da &gua,
independentemente da filtracdo e/ou da dinamizacédo. Interessante notar que a
prépria dinamizacdo da agua produziu reducdo de cerca de 25% da sua

condutancia.

Especula-se que a formacdo de micro e nanobolhas ap6s a dinamizacgéo
possa interferir na conducdo do impulso elétrico pelo liquido. Os medicamentos
Arsenicum album 30K, 6CH e 200CH dinamizados em frascos de plastico
apresentaram reducédo de 40 a 50% na condutancia (*p<0.05), em relacdo a agua
pura filtrada.

A diferenca de condutancia entre o medicamento Arsenicum album 200CH
dinamizado em plastico e o0 mesmo medicamento dinamizado em vidro e
centrifugado foi ainda mais significativa (*p<0.0001), indicando que as mudancas
de condutividade dos medicamentos mostram correlagdo com a presenca de

microestruturas mais ou menos polares no liquido analisado (Figura 16).
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Figura 16- Conduténcia dos medicamentos homeopéticos foram mensurados pelo método
Ryodoraku®. Os valores representam média e erro padrdo. W MILLQ = agua pura, W MILLIQ
FILTR. = agua pura filtrada em filtro 22 um (Millipore®), W FILTR DIN. = &gua pura filtrada em filtro
22 pm (Millipore®) e dinamizada em bra¢co mecénico Denise®. Kruskal-Wallis/Dunn *p<0.05 em
relagédo a agua filtrada e **p<0.0001 em relagdo ao medicamento Arsenicum album 200CH vidro -

sobrenadante apos ultra-centrifugacao.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir das andlises de co-culturas de macrofagos
RAW 264.7 e leveduras tratadas com Arsenicum album 30K dinamizado em
plastico mostraram aumento do spreading sem alteracdes na atividade fagocitica.
Tais efeitos também foram independentes da producdo de oOxido nitrico (NO),
medido indiretamente pela producédo de nitrito e nitrato, sugerindo fortemente que
a ativacdo macrofagica resultou da provavel estimulacdo dessas células por
componentes organicos provavelmente desprendidos do material plastico durante
as sucessivas sucussdes do mesmo frasco, uma vez que a escala Korsakoviana
€ preparada dessa forma. Especula-se, também, que parte desses
contaminantes derivados do plastico tenha sido liberada durante a desinfeccdo
dos frascos por calor. Por outro lado, dados mostram que garrafas de tereftalato
de polietileno (PET) submetidas a altas temperaturas (de 40°C a 60°C graus) nao
apresentam nenhuma atividade citotéxica ou disruptora enddcrina [44]. Dessa
forma, a participacdo de componentes do plastico na atividade biologica das
amostras e sua viabilidade para uso rotineiro em farmacias homeopéticas é tema
para estudos futuros. Nota-se que a agua dinamizada também apresentou efeito
residual sobre o spreading, o que poderia ser atribuido a acdo inespecifica de

micro e nanobolhas identificadas nessas preparacoes [46].

Efeitos diretos dos medicamentos sobre as leveduras sdo poucos
provaveis nesse caso, tendo em vista que experimentos prévios realizados com a
levedura Saccharomyces cerevisiae tratada com o medicamento Arsenicum
album nas poténcias 8x e 16x revelaram auséncia de modificacbes no seu
crescimento [46]. Por outro lado, Damin e colaboradores [47] avaliaram o
crescimento de Metarhizium anisopliae sob os efeitos do tratamento com
Arsenicum album na poténcia 24CH e observaram maior crescimento de conidios

em relacdo ao controle.

Nas situacdes de co-cultura entre macrofagos da linhagem RAW 264.7 e
micro-organismos, ha que se considerar a grande sensibilidade dessas células a
tais estimulos. As leveduras Saccharomyces cerevisiae mostraram ser um bom
modelo para avaliar efeitos inespecificos dos medicamentos homeopaticos, como
visto em nosso estudo. Essa proposi¢do € baseada em estudos-piloto realizados

previamente comparando a atividade dos medicamentos Zincum metallicum,



39

Timulina e Antimonium crudum sobre o0 mesmo modelo biolégico. Em nenhum
dos casos, foi possivel observar efeitos sobre a interacdo macrofago-levedura, ao
contrario do que se observou em co-culturas de macrofagos e Leishmania
amazonensis [48]. Também macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS
apresentam aumento significativo na producdo de o6xido nitrico in vitro, como
também macrofagos de cultura priméria infectados BCG apresentam aumento de
proteinas pro-apoptoticas, anti-apoptoticas e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Células de adenocarcinoma mamario, de pulmao e de figado incubadas
com macrofagos e tratadas com o medicamento Ferumoxytol resultaram em
aumento da atividade de Caspase 3, peroxido de hidrogénio e diminuicao
significativa de citocinas pro-inflamatorias IL-10, resultando na reducéo do tumor,
sendo tais efeitos atribuidos a presenca de nanoparticulas de Ferro no
medicamento [49, 50, 51].

Neste trabalho, a avaliacdo da atividade macrofagica em co-cultura com
as leveduras, frente ao tratamento com Arsenicum album 200CH preparado em
frasco plastico, mostrou aumento no spreading e no indice fagocitico. Assim,
houve aumento da area celular apds 48 horas de incubacao, comparando-se com
o controle ndo tratado, sugerindo que contaminantes liberados pelo plastico
possam estar relacionados ao aumento da atividade fagocitica, uma vez que o

mesmo medicamento preparado em vidro ndo apresentou 0s mesmos resultados.

A observacao das células a microscopia de fluorescéncia mostrou outro
dado interessante: macrofagos tratados com Arsenicum album 200CH
dinamizados em frascos de vidro e plastico exibem 0s mesmos padrdes
morfolégicos, com presenca de vacuolos &cidos evidentes no citoplasma,;
contudo, um padrdo menos ativo foi observado com o medicamento Arsenicum
album 200CH dinamizado em frasco de vidro e centrifugado (fase superficial).
Conforme se constatou na analise das microparticulas presentes em suspensao,
a ultracentrifugacdo do Arsenicum album 200CH dinamizado em frasco de vidro
modificou a composi¢cdo do medicamento, o que poderia justificar tais diferengas
morfologicas. Paralelamente, essa preparagcdo mostrou aumento na condutancia
em relacdo aos demais medicamentos e maior porcentagem de ions ferro nas
microparticulas identificadas pela MEV. Embora n&do se possam extrair

conclusbes exatas sobre a participacdo do ferro na atividade dos macrofagos,



40

esse dado abre espaco para uma importante discussdo que emerge das
pesquisas sobre medicamentos homeopéticos em sistemas biol6gicos mantidos
in vitro: a andlise da composicdo dos medicamentos em termos de micro e
nanoparticulas mostra-se como uma importante ferramenta de controle de
gualidade das amostras em estudo, a fim de se descartar resultados falso-
positivos, mesmo que nao seja conclusiva quanto ao mecanismo de acao de tais

medicamentos.

Estudos anteriores mostram que sucessivas diluicdbes e sucussoes
podem interferir na condutibilidade e nas propriedades fisico quimicas da
amostra; o tempo de exposi¢cdo do soluto ao solvente também interfere na
condutividade, possivelmente devido a formacéo de aglomerados ou clusters da
prépria agua, independentemente da presenca de particulas. Outras mudancas
fisico-quimicas também podem ser observadas pelos métodos de colorimetria e
espectroscopia UV [52, 53, 54]. Um estudo feito com o medicamento Ferrum
metalicum nas poténcias 6C, 30C, 200C, 1MC, 10MC e 50MC, apés analise em
microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM) e espectroscopia por energia
dispersiva de Raio X (EDX), mostrou que todas as poténcias apresentavam
nanoparticulas em abundancia dentro da faixa de tamanho de pontos quanticos,
exceto a poténcia 50MC que apresentou particulas maiores [55]. Segundo Paul
et al [31], particulas de Ferrum metalicum em preparacdes homeopaticas podem
ser usadas para armazenar cargas altas de energia, mas ainda nao se sabe se
tais propriedades tém relagdo com o mecanismo de agdo dos medicamentos
homeopaticos.

Apos a dosagem das citocinas, observou-se o predominio de perfil pro-
inflamatério no tratamento com Arsenicum album 6CH dinamizado em frascos
plasticos, com aumento significante nas concentracfes de IL1-alfa, IL-6 e MCP-1
no sobrenadante dessas culturas, além de clara tendéncia ao aumento de GM-
CSF e VEGF. Essas modificagbes especificas na expressdo de citocinas nédo
guardaram correlagdo com a produgédo de NO nem com a atividade celular dos
macrofagos (spreading e fagocitose). Assim sendo, se 0s contaminantes
plasticos tém algum efeito estimulante sobre as células neste caso, ndo foram
suficientes para provocar mudancas intensas que caracterizassem toxicidade. De

gualquer forma, nenhum efeito especifico do medicamento homeopatico em si
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pode ser demonstrado a partir da poténcia 6CH, tampouco houve correlacao de
tais achados com a presenca de microparticulas contendo silica. Um estudo com
o medicamento homeopatico Gelsemium sempervirens nas poténcias 6CH, 30CH
e 200CH apresentou maior quantidade de matérias organicas na 30CH e maior
potencial zeta negativo (observado pelo método de RNM) na 200CH, ambos em
relacdo ao controle [56]. As poténcias 2CH como 30CH apresentaram efeitos
moduladores in vitro em uma série de genes isolados de células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) [36]. Observa-se, portanto, que a presenca
de matéria organica nos medicamentos homeopaticos também pode estar

associada a seus efeitos in vitro.

Em um estudo recente, avaliou-se que células de leucemia monocitica
humana da linhagem THP-1, mantidas in vitro, tém sua atividade modificada
frente ao medicamento homeopatico Arsenicum album e ao arsénico inorganico.
Os resultados apontaram para aumento das citocinas pré-inflamatérias IL1-beta e
TNF-alfa e reducdo da citocina anti-inflamatéria 1L10, somente apds tratamento
das células com arsénico inorganico em doses ponderais [57]. Ao contrario, em
estudo realizado com células da linhagem MT4, observou-se que ambas as
poténcias homeopéticas de Arsenicum - 6CH e 200CH - foram capazes de
aumentar a viabilidade celular in vitro, apds intoxicagdo com arsénico As,O3 [58].
Neste trabalho, o Arsenicum album 200CH fabricado em frasco de plastico
induziu expressivo aumento na atividade celular e oxidativa dos macréfagos
mantidos em co-cultura com as leveduras, acompanhado de tendéncia nao
significante de diminuigdo na producgéo das citocinas: IL6 e MCP-1. Esses dados
sugerem uma possivel atividade especifica do Arsenicum album 200CH sobre
macrofagos submetidos a interacdo com elementos patogénicos, o que nao foi

evidente na interagéo com leveduras ndo patogénicas.

Para uma melhor compreensao do papel da silica no mecanismo de acéo
dos medicamentos homeopéticos em relacdo aos efeitos biolégicos, realizou-se a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) associada a espectroscopia por
energia dispersiva de Raios-X (EDX) do sedimento das amostras de
medicamentos submetidos a centrifugacdo. O medicamento homeopatico
Arsenicum album 200CH dinamizado em frasco de vidro foi o Unico que

apresentou silica na composi¢éo quimica das particulas recolhidas do sedimento.
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Contudo, a presenca de silica ndo apresentou relagdo com os resultados
biologicos, no que se refere ao spreading e a morfologia exibida a microscopia de

fluorescéncia.

Os resultados obtidos no presente estudo, portanto, mostram auséncia
de correlagéo entre a presenca de particulas de silica e a atividade biolégica das
preparacdes homeopaticas, tanto especifica quanto ndo especificamente. Assim
sendo, infere-se que a silica poderia ndo ser o carreador da informacdo do
medicamento homeopatico aos sistemas bioldgicos, ao contrario do que é
proposto por varios autores [5, 6, 8, 9, 10, 32, 33, 59]. Ha que se considerar que
a propria agua pode servir de carreador, por meio de propriedades
eletromagnéticas derivadas de seu comportamento dipolo [60].0s achados
obtidos das medidas de condutancia corroboram essa hipétese, ainda que a
presenca de particulas e moléculas organicas em suspensao também possam

interferir nesse parametro.

Segundo Smith [61], a agua teria uma frequéncia que pode ser medida
(em Hz), gerando uma assinatura para cada preparacdo homeopdtica,
ressaltando que tal frequéncia estaria ligada aos efeitos bioldgicos das altas
diluicdes. Conforme mencionado por Chaplin [62], a agua criaria uma “memoria”
da solucao inicial devido a grande formacdo de clusters associados a ions
presentes na amostra. Tais clusters seriam capazes de gerar ondas
eletromagnéticas de baixa intensidade [63]. Mas tais hipdteses também carecem

de demonstragao.

Segundo Temgire et al. [13], medicamentos homeopaticos de acédo
antineoplasica preparados a partir de sais inorganicos nas poténcias de 6CH,
30CH, 200CH e 1M apresentavam silica em sua composicdo, conforme
observado por meio de microscopia eletrénica de transmisséo (TEM), sugerindo
que, dentro das nanobolhas formadas no momento da sucusséo, nanoparticulas
estariam revestidas de silicato e, assim, seriam passadas para poténcias
subsequentes, conforme a hip6tese da epitaxia. Essa abordagem se enquadraria
nos principios da nanofarmacologia [64]. Os dados apresentados no presente
estudo, por sua vez, contradizem os dados apresentados por este autor, talvez
porque as andlises tenham sido direcionadas para particulas em escala

microscopica e nao nanoscopicas. Em suma, muitos estudos utilizando
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metodologia refinada, como a ressonancia nuclear magnética, ainda sé&o
necessarios para esclarecer qual das duas hipéteses (epitaxia ou ressonancia
elétrica) estariam relacionadas ao mecanismo de acéo [65, 66, 67, 68], mas 0s
dados obtidos neste estudo ddo uma importante contribuicdo nesse sentido,
evidenciando que a participagdo da silica no mecanismo de acdo dos

medicamentos homeopaticos é pouco provavel.
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6 CONCLUSAO

Efeitos inespecificos dos medicamentos preparados em frasco plastico
sobre a atividade dos macréfagos foram evidenciados e podem estar
relacionados a presenca de residuos organicos desprendidos durante a
desinfeccdo e sucussdo dos frascos. A participacdo da silica desprendida da
parede dos frascos de vidro parece improvavel. As técnicas utilizadas, como o
MEV+EDX e condutancia, parecem ser ferramentas Uteis para o controle de

gualidade de preparacfes homeopéticas.
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