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Resumo

Em estudos anteriores, constatou-se que a timulina (hormdnio timico), quando preparada
homeopaticamente na poténcia 5¢cH, tem a propriedade de melhorar a performance produtiva em um
galpéo de frangos de corte infectados por reovirus, e modular o desenvolvimento do tumor de Ehrlich
e de lesdes inflamatdrias granulomatosas em camundongos, por meio de mecanismos
imunomediados. O presente trabalho teve como finalidade estudar amiude os mecanismos
imunomoduladores d timulina 5cH no modelo experimental granulomatoso induzido por BCG em
camundongos, com especial enfoque para células B-1 e para a participacdo do zinco no processo
imunomodulatério. Para isso, trés grupos de camundongos Balb/c, SPF, machos (grupo A tratado
com Timulina 5cH, grupo B tratado com Timulina 5¢cH + Chelex e grupo Ccontrole tratados com o
veiculo) foram inoculados com BCG no coxim plantar esquerdo, e tanto ogranuloma subcutaneo
quanto o bacgo foram colhidos para avaliagdo histomorfométrica dos macréfagos presentes, por meio
de fixac&o, inclusdo em parafina e coloragéo por HE, Azul da Prussia e Ziehl-Neelsen. A citometria de
fluxo foi utilizada para caracterizar e quantificar as células presentes no peritbnio do camundongo.
Nesse caso, foi feita a quantificacdo de células positivas para CD11b (fagécitos ativados, células B-
1), CD19 (células B-1 e B-2), CD23 (negativo nas células B-1, positivo nas células B2) e CD5 (células
B-1a), presentes no lavado peritoneal. A analise estatistica foi feita utilizando o teste de Kruskal —
Wallis/Dunn para avaliagdes nao paramétricas, e o teste Anova/Tuckey-Krammer para as
paramétricas. O método do X2 foi utilizado para avaliagdo da contagem celular em citometria de fluxo.
Os valores de p=0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados mostraram
que a timulina 5cH induziu aumento do edema na lesdo 7 e 21 dias ap6s a inoculagado do BCG e
aumento da area folicular do bago. A citometria demonstra progressivo aumento de células derivadas
de mondécitos e diminuicdo de fagécitos derivados de B-1 na cavidade peritoneal em fungao do
tempo; entretanto, camundongos tratados com timulina 5cH apresentam clara persisténcia de
fagocitos derivados de B-1 no peritbneo aos 21 dias. Ao mesmo tempo, o escore de macréfagos
infectados no granuloma diminui significativamente, indicando remissdo da infecgdo. Dessa forma,
conclui-se que a timulina 5¢cH modula o processo granulomatoso induzido por BCG, por meio de
mecanismos imunopatologicos relacionados com a diferenciagdo de células B1 em fagocitos na
cavidade peritoneal do camundongo. O tratamento da amostra com Chelex permite descartar a
hipétese de efeito inespecifico da Timulina 5cH por contaminacdo de Zn em concentragdes

imunomoduladoras.

Palavras Chave: Timulina 5¢cH, granuloma, células B-1.



Abstract

In previous studies, we found that thymulin (a thymic hormone), when prepared in
homeopathic 5cH, has the property to improve the productive performance of broiler chickens
infected with reovirus, as well as modulate the development of Ehrlich tumor and granulomatous
inflammatory lesions in mice by immune-mediated mechanisms. The aim of the present work was to
study the immunomodulatory mechanisms of thymulin 5¢cH in granulomatous experimental model
induced by BCG in mice, with special focus on B-1 cells and the involvement of zinc in immune-
modulatory process. Three groups of male BALB / C, SPF mice, (group A treated with thymulin 5CH,
group B treated with Chelex+ thymulin 5¢ch + and group C control treated with vehicle) were inoculated
with BCG in the left footpad and both, subcutaneous granuloma and spleen were harvested for
histomorphometry of present macrophages, by fixation, paraffin embedding and staining with HE,
Methylen blue and Ziehl-Neelsen. Flow cytometry was used to characterize and quantify cells in the
mice peritoneum. In this case, the quantification of positive cells for CD11 (activated phagocytes, B-1
cells), CD19 (B-1 and B-2 cells), CD23 (negative B-1 cells, positive B2 cells) and CD5 (B-1a cells),
present in the peritoneal cavity. Statistical analysis was performed using Kruskal - Wallis / Dunn for
nonparametric evaluations and ANOVA / Tuckey-Krammer for the parametric ones. The X? method
was used to evaluate the cell count in flow cytometry. P-values = 0.05 were considered statistically
significant. The results showed that thymulin 5¢cH induced increased edema lesion 7 and 21 days after
inoculation with BCG and also increased the spleen follicular area. Cytometry demonstrated a
progressive increase in cells derived from monocytes and decreased phagocytes derived from B-1 in
peritoneal cavity in function of time, but mice treated with thymulin 5cH have a clear persistence of
phagocytes derived from B-1 in the peritoneum at day 21. In the same time, the score of granuloma
macrophages decreases significantly, indicating remission of infection. Thus, we conclude that
thymulin 5CH modulates the BCG-induced granulomatous process, through immunopathological
mechanisms related to differentiation of B-1 cells in phagocytes in the peritoneal cavity of mice. The
Chelex treatment sample permit reject the hypothesis of unspecific contamination of Zn effect in

Thymulin 5¢cH, under immunomodulatory concentrations.

Key Words: Thymulin 5¢H, granuloma, B-1 cells.
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1. Introducgao

A homeopatia tem por base principios distintos da medicina convencional,
pois aplica o principio de cura pela similitude descrito primariamente por Hipocrates,
no século V a.C. valendo-se de substancias previamente experimentadas em
individuos sadios e em doses infinitesimais (TEIXEIRA, 2004). A maioria dos
tratamentos homeopaticos utiliza medicamentos altamente diluidos, muitos deles
acima do numero de Avogadro (probabilidade tendendo a zero de se encontrar
alguma molécula), o que gera muita controvérsia até hoje. Porém, os efeitos
biolégicos obtidos em modelos experimentais sdo evidentes e ndo podem ser
negligenciados. Experimentos utilizando moléculas enddgenas ultradiluidas,
isoterapicos (diluicbes homeopaticas da mesma substancia causadora das
alteracbes organicas), modelos animais que desafiam o principio de similitude
(homeopatia stricto sensu) e as propriedades fisicas das altas diluicbes tém sido
realizados nos ultimos anos, dando substrato sélido para revisbes sistematicas
sobre o tema (BASTIDE, 2006; COELHO et al., 2006; CHAPLIN, 2007; ReY, 1998, 2000,
2003, 2007; ZACHARIAS, 2008; MIRANDA, 2008; BONAMIN et al., 2008, 2009; BONAMIN &
ENDLER, 2010; ENDLER et al., 2010; KAWAKAMI et al., 2010). Ainda no campo da
eficacia homeopatica, WASSENHOVEN (2007) e RUTTEN (2007) propdem uma
abordagem da verificagao clinica dos sintomas homeopaticos baseada na estatistica
Bayesiana, com resultados interessantes.

Apesar disso, a simples demonstracdo dos efeitos bioldgicos das
ultradiluicbes representa apenas um primeiro passo para elucidacdo desses
mecanismos, ainda tdo incompreendidos (BONAMIN, 2007, 2009). Recentemente,
MONTAGNIER e colaboradores (2009a, 2009b) descreveram nova propriedade do
DNA em produzir ondas eletromagnéticas quando em altas diluicbes aquosas.
Embora preliminar, a nova O6ptica abre um distinto campo de estudo para
ultradiluicbes, mesmo que ainda nao expligue o fenbmeno homeopatico de
similitude.

Muitos modelos experimentais sobre altas diluicdes tém sido desenvolvidos
utilizando moléculas endogenas de importancia para o sistema imune (BASTIDE,
2006). YOUBICIER-SIMO e colaboradores (1993, 1996, 1997) concluiram que o

tratamento de embrides de galinha com altas diluicdes de bursina (peptideo



produzido pela bursa de Fabricius e fundamental para a maturacéo de linfécitos B
nas aves) restaurava a resposta linfocitaria B de aves bursectomizadas in ovo, e
modulava os niveis de corticosterona e ACTH plasmaticos, o que indica papel
importante na harmonia da rede neuro-imuno-enddcrina. Experimentos utilizando
tiroxina em solugcdo altamente diluida e sucussionada mostram modificacdes
significativas na metamorfose e no desenvolvimento de girinos (ENDLER et al, 1994,
1995, 2003; WEBER et al., 2008). Em modelo semelhante, GUEDES (2003) confirma
os dados iniciais descritos por Endler. Entre esses estudos, os mais conhecidos sao
aqueles nos quais se utilizou histamina ultradiluida para inibicdo de degranulagéo e
modulacao de basofilos em experimentos multicéntricos, os quais demonstraram a
reprodutibilidade dos efeitos das ultradiluicdes, mesmo em laboratérios totalmente
independentes (BELON et al, 1999, 2004; BROWN & ENNIS, 2001; SAINTE-LAUDY, 2000,
Lorenz et al., 2003; SAINTE-LAUDY et al., 2005, 2009; CHIRUMBOLO et al., 2009).

A timulina é outra molécula endégena muito estudada em experimentos com
altas diluigdes nas décadas de 80 e 90 (BASTIDE et al., 1985,1987; DOUCET-JABOEUF
et al., 1984; DAURAT et al., 1988; GUENNOUM et al., 1997). Nesses estudos, observou-
se que a timulina em altas diluigdes apresentava evidente efeito imunomodulador,
com variagdes em fungao da sazonalidade e das condi¢des imunoldgicas individuais
prévias. Em camundongos C57BL/6-higidos, a timulina ultradiluida (107" mg/animal)
reduziu a resposta imune celular. Em camundongos NZB, os quais desenvolvem
[Upus espontaneamente, a mesma concentragdo de timulina reduziu a resposta
imune humoral timo-dependente e a hiper-resposta dos linfécitos a agentes
mitogénicos. Assim, a discrasia imunitaria que se manifesta nessa linhagem foi
corrigida (BASTIDE et al., 1987).

Estudos recentes desenvolvidos pelo grupo de Bonamin da Universidade
Paulista observaram que a administracao de timulina preparada homeopaticamente
na poténcia 5cH (quinta diluicdo Hahnemaniana) e adicionada a agua de bebida,
diminuiu de forma estatisticamente significativa os efeitos mielo-supressores da
ciclofosfamida em camundongos portadores do tumor de Ehrlich, e aumentou 27
vezes a area de metaplasia 6ssea do tumor implantado na pata dos animais
(ToLEDO, 2005).

Recentemente, em trabalho experimental na area de pecuaria organica, a

Timulina 5cH administrada via agua de bebida a frangos de corte melhorou



significativamente os indices zootécnicos em relagdo ao grupo controle,
potencializou a resposta linfoide esplénica e reduziu a incidéncia de artrite viral na
semana pré-abate, demonstrando a plausibilidade do uso da Timulina 5cH como
ferramenta zootécnica (SATO, 2008).

E importante considerar que o uso de medicamentos homeopaticos
adicionados a agua de bebida ou a comida representa potencial recurso zootécnico-
sanitario, com grande vantagem pratica para o tratamento de grandes plantéis, dada
a facilidade de administracdo, a auséncia de residuos quimicos nos produtos
derivados (carne, leite, ovos), que é a base da pecuaria organica. Varios sdo os
trabalhos publicados que propdem tais métodos (FILLIAT, 2002; GUAJARDO-BERNAL et
al., 1996; VARSHNEY, 2004; WILLIAMSON et al., 1991; Soto et al., 2008, 2009;
VALENTIN-ZABOTT et al., 2008; VARGAS & RIBEIRO, 2009).

Outro experimento utilizando a timulina na poténcia 5cH via agua de bebida
demonstrou que camundongos inoculados na pata com onco-BCG oral (10° UFC)
apresentaram aumento estatisticamente significante no desenvolvimento do
granuloma subcutdneo quando comparados aos animais do grupo controle. A
analise histopatologica qualitativa do material revelou maior celularidade nos
granulomas de animais tratados com timulina, sobretudo no que se refere aos
fagécitos recém-migrados, enquanto os animais do grupo controle apresentaram
menor celularidade, com predominio de células epitelioides e maior incidéncia de
focos de degeneracao celular, portanto, menor turn-over celular em relagado ao grupo
tratado com timulina. Da mesma forma, a reatividade do linfonodo popliteo
(responsavel pela drenagem do tecido subcutdneo da pata inoculada) se apresentou
significativamente maior nos animais tratados, apds avaliagdo histométrica
quantitativa (ZALLA-NETO, 2007).

Segundo EPSTEIN (1983), existem varias definicdes para o termo granuloma,
combinando derivagbes etiologicas, mecanisticas e anatdmicas. Apesar disso,
algumas convergéncias universais séo aceitas: (1) granuloma é reacgao inflamatoria
cronica focal; (2) é caracterizada por uma colecao de células da série mononuclear
fagocitaria, com ou sem a presencga de outros tipos celulares; (3) a colecéo de
células mononucleares é compacta e organizada e (4) células epitelioides definem a
lesdo granulomatosa tipica (LENZzI et al, 1998).



As classificacdes de granulomas seguem critérios anatdémicos, morfolégicos,
etioloégicos ou patogénicos. Podem ser difusos ou focais, conforme a distribuicao
tecidual agredida; simples ou compostos, quando formados apenas por macrofagos
ou quando estes estdo associados a células gigantes; complexos, quando um
granuloma composto esta associado aos fenbmenos de defesa imunitaria do
hospedeiro; imunitarios ou ndo imunitarios, quando existe ou ndo manutencdo da
estrutura granulomatosa a partir de elementos de defesa imune, e supurativos ou
nao supurativos, quando existe ou ndo pus associado (GUIDUGLI-NETO, 1997).

RussO e MARIANO (2010), em projeto desenvolvido recentemente,
demonstram que a célula B1 é essencial a formagéo do granuloma induzido por
BCG em camundongos. O granuloma induzido por BCG segue o padrao imunitario e
€ modelo experimental bem estabelecido para o estudo da estrutura granulomatosa,
pois representa lesdes similares produzidas pelo préprio Mycobacterium e outros
agentes, em situagbes de campo. Além disso, é processo patoldgico altamente
sensivel a imunomodulagéo, o que o torna modelo ideal para o estudo da timulina.

O presente projeto, portanto, tem como finalidade estudar os mecanismos
imunomoduladores de ultradiluicdes de timulina, a partir do modelo granulomatoso
induzido por BCG em camundongos com especial enfoque na participacdo de
células B1.



2. Revisao da Literatura

2.1. Homeopatia

2.1.1. Principio da cura pela similitude

O principio da cura pela similitude é o principal pilar da medicina homeopatica
e tem por objetivo desencadear resposta organica ontra os sintomas da doenca
manifestada, utilizando substancias que, ao serem experimentadas em pessoas
sadias, promovem o surgimento de sintomas semelhantes aos encontrados em
pessoas enfermas. O emprego da homeostase interna como reacao curativa foi
sistematizado em 1796, por Samuel Hahnemann (uz, 1996), cuja fundamentacéo
cientifica tem sido corroborada em varios experimentos controlados (BELON et al,
1999, 2004; SAINTE-LAUDY & BELON, 2005, 2009; CHIRUMBOLO et al.,2009; COELHO et
al., 2006; ROCHA et al., 2008; BONAMIN & ENDLER, 2010).

Recentemente, tem-se observado que o principio de similitude pode ser
identificado também no uso de drogas modernas (MOUSA et al., 1993; BEVING et al.,
1994; ANDRIOLI et al, 1996, 1997; TEIXEIRA, 1998, 1999). Entretanto, uma metanalise
de ensaios sobre os efeitos protetores das diluigdes agitadas em série na toxicologia
experimental foi conduzida por LINDE e colaboradores (1994), mostrando que apenas
11% dos experimentos reuniam critérios de qualidade aliados a efeitos
significativamente positivos. Tal abordagem sofreu criticas por parte da comunidade
homeopatica, pois alguns critérios de exceléncia em pesquisa clinica ndo sao
adequados a altas diluicbes, como o método wash-out, por exemplo. Em 2005,
artigo publicado na revista Lancet foi amplamente divulgado na midia, com
conclusdes totalmente equivocadas, em funcdo de graves erros conceituais, embora
a metodologia utilizada fosse aparentemente correta (SHANG et al., 2005). Essa falta
de critérios conceituais especificos na experimentacdo com ultradiluicbes levou
diversos autores a propor novas metodologias de avaliagdo (BASTIDE, 2006;
BONAMIN, 2004, 2007, 2009; BONAMIN et al., 2008, 2010; WASSENHOVEN, 2007;



RUTTEN, 2007), na tentativa de incrementar a producao cientifica homeopatica

qualificada.

2.1.2. Experimentagao no homem séo

Conhecida como experimentacdo patogenética homeopatica, é método
investigativo proposto por Hahnemann para conhecer as propriedades curativas das
substancias quando empregadas segundo o principio de similitude em doses
ponderais ou infinitesimais em organismos sdos. Os ensaios patogenéticos
homeopaticos (randomizados, placebo-controlados, com duplo cruzamento)
demonstram o despertar de sintomas em individuos sadios, com atividades similares
entre as doses ponderais e infinitesimais do mesmo farmaco (DOUTREMEPUICH et al.,
1990, 1994; AGUEJOUF et al, 1998, 2000; FISHER & DANTAS, 2001). No intuito de
qualificar esses estudos, extremamente subjetivos, DANTAS (1996) propbe a
sistematizagdo de protocolos, por causa da dificuldade metodoldgica inerente a
esses ensaios. Por outro lado, a caréncia de modelos animais que facilitem a
demonstracéo de efeitos patogenéticos é outro entrave na demonstragdo objetiva
desse fendbmeno. Em 2006, COELHO e colaboradores tiveram insucesso na tentativa
de se obter um modelo de patogenesia em ratos. Mais recentemente, SIQUEIRA et al.
(2010) também nao obtiveram sucesso em observar efeitos patogenéticos em

camundongos.

2.1.3. Medicamento dinamizado

Hahnemann propés um método farmacotécnico para preparar os
medicamentos homeopaticos, conhecido como “dinamizacédo”, em que as
substancias sao diluidas e agitadas sucessivamente. A farmacotécnica preconizada
pela Farmacopéia Homeopatica Brasileira considera o método classico desenvolvido
por Hahnemann: diluicdo seriada centesimal, seguida de cem sucussdes. A primeira
diluicdo é chamada de 1cH (Centesimal Hahnemaneana), a segunda € 2cH - e
assim por diante - e recebem o nome de “poténcias homeopaticas”. Importante
ressaltar que o termo “poténcia” n&o significa intensidade de acéo, pois as diluicbes
homeopéticas nao obedecem a curva dose-efeito classica (CARMINE, 1996; CRISTEA



et al., 1997). Preparacdes acima da poténcia 12cH, cujo ponto de partida € uma
solugdo a 1 mol/L, sdo diluicdes acima do numero de Avogadro e geram
controvérsia até hoje quanto a eficacia clinica (BASTIDE, 2006; ENDLER et al., 2010).
Mas a maior polémica em relagdo a pesquisa com ultradiluicbes ocorreu em 1988,
quando DAVENAS e colaboradores, pertencentes ao grupo de Jacques Benveniste,
publicaram no periddico Nature dados sobre a degranulagdo de baséfilos in vitro
induzida por preparacgdes ultradiluidas de anti-IgE. Esse experimento foi duramente
criticado ap6s sua publicagdo por suas consideracdes tedricas, metodologia

inadequada e dificuldade de reproducéo dos resultados (MADDOX et al, 1988).

Entretanto, outros experimentos (SAINTE-LAUDY, 1987; SAINTE-LAUDY & BELON,
1996, 1997), incluindo estudos multicéntricos (BELON et al, 1999; BELON et al, 2004),
com a participacdo de diversos laboratérios europeus e sob a chefia de
pesquisadores ortodoxos, encontraram resultados positivos reprodutiveis, desde que
os basodfilos fossem tratados com histamina ultradiluida ao invés de anti IgE
ultradiluido (SAINTE-LAUDY, 2000, SAINTE-LAUDY & BELON, 2005, 2009; BROWN &
ENNIS, 2001; CHIRUMBOLO et al., 2009; ENDLER et al., 2010 ). Esse pequeno detalhe
serve de ponto de partida para a correta caracterizacdo fenomenologica da atividade
biolégica de substancias ultradiluidas, etapa fundamental para que se compreendam
0s mecanismos envolvidos (BONAMIN, 2007, 2009; BONAMIN et al., 2008; BONAMIN &
ENDLER, 2010).

2.1.4. Novas perspectivas

Recentemente, o grupo de LUC MONTAGNIER prop6s a demonstracao de uma
nova propriedade do DNA: a capacidade de sequéncias de DNA de algumas
bactérias produzirem ondas eletromagnéticas em altas diluicbes aquosas
(MONTAIGNIER et al, 2009a, 2009b). Parece ser fendmeno disparado por um
ambiente eletromagnético de ondas de baixissima frequéncia, em que o DNA
genbmico da maioria das bactérias patogénicas conteria sequéncias capazes de
gerar esses sinais. Mesmo que preliminares e ainda carentes de explicagcbes
metodoldgicas detalhadas, tais estudos abrem caminhos ao desenvolvimento de
sistemas altamente sensiveis de deteccéo para infecgbes bacterianas crénicas em

humanos e animais. Ainda nessa perspectiva, o ano de 2010 abriu mais um leque de



novas observagbes. FRENKEL e colaboradores (2010) descrevem a acdo de

preparagcdes homeopaticas no controle de células de tumor de mama in vitro.

Em trés revisbes sistematicas, observa-se que os estudos experimentais
desenvolvidos nos ultimos 10 anos apontam para a convergéncia e a
reprodutibilidade de resultados, consolidando a hipétese de acdo moduladora das
altas diluigdes, em contraposicéo a agéo efetora de substancias farmacologicamente
ativas, usadas em doses ponderais (BONAMIN et al., 2008; BONAMIM & ENDLER, 2010;
ENDLER et al., 2010). Modelos matematicos também sao propostos para sistematizar
o estudo de tais a¢cdes moduladoras (RUIZ-VEGA & ESTEVES-SALGADO, 2008).

2.2. Timulina

A timulina € um nonapeptideo zinco-dependente (Glp — Ala — Lys — Ser — GIn
— Gly — Gly — Ser —Asn - OH) produzido pelas células epiteliais do timo e de
fundamental importédncia a maturacdo de linfocitos T (BROWN, 2000). Por esse
motivo, o zinco & essencial ao desenvolvimento do timo e das células T. Animais
com deficiéncia desse elemento desenvolvem falhas nas respostas mediadas por
células (PIMENTEL et al.; 1991; TizArRD, 2002). Quando descoberta, em 1975, a
timulina era chamada de “fator timico sérico” (BACH et al, 1975).

As concentragbes séricas de timulina variam de acordo com a idade do
individuo e acompanham a atrofia fisiol6gica do timo. Assim, em seres humanos, a
timulina € detectavel desde o nascimento, e tem seu pico entre 5 e 10 anos de
idade; comeca a decrescer na adolescéncia até os 30 e 40 anos, estabilizando-se
até a senilidade (CONSOLINI et al., 2000a). As concentracdes séricas de timulina no
humano e no rato oscilam em periodos de 24 horas, com picos durante a noite
(MOLINERO et al., 2000).

Sabe-se hoje que o papel fisiolégico da timulina € muito mais abrangente,
envolvendo mecanismos endocrinos, além dos paracrinos ja estabelecidos.
INAGAKIFOHARA (1996) demonstrou que linfécitos T podem sofrer maturagéo dentro
do timo e fora dele. Diversos trabalhos (SAFIEH-GARABEDIAN, 2000, 2002; KANAAN,
2002; MERLINO & MARSH, 2001a, 2001b; KOSAKA, 1996) demonstram que a timulina
pode modular a atividade de células NK, PMN e mondcitos, assim como a produgao
de diversas citocinas (IL-1, IL-6, NGF, TNF e PGE2). O aumento da concentragéo



sérica de timulina desvia a resposta imune para o padrao celular (Th1), em relagéo
ao padrdo humoral (Th2). A falta de zinco, entdo, determina desvio para a resposta
humoral (SPRIETSMA, 1997).

A timulina também exerce importante papel no eixo neuro-imuno-enddcrino,
com fung¢des importantes no inicio da puberdade em varias espécies animais,
estimulando a secrecdo de gonadotrofinas (GARCIA et al., 2000; BROWN, 2000;
HINOJOSA et al., 1999). Outros horménios hipofisarios sdo modulados pela timulina,
como prolactina, ACTH e LH HADLEY et al, 1997; DARDENNE,1999; GOYA et al.,
2004).

O controle da secrecao e a atividade da timulina, como citado, envolvem
fatores imunitarios e extraimunitarios. Entre esses, destacam-se horménios
tireoidianos, horménio do crescimento, prolactina, melatonina, endorfina, horménios
sexuais, gonadotrofinas, zinco e estresse (BARBOUR et al., 2001; MOLINERO
et al., 2000; MOCCHEGIANI, 1999; BROWN, 1998, 1999; HEAD, 1999; FABRIS et al.,
1997; FOLCH et al., 1991; SAVINO, 1990). SANTARELLI e colaboradores (2005)
mostram que a atividade da timulina pode ser controlada indiretamente por meio de
metalotioneinas, pois sao importantes reguladoras da homeostase do zinco por
causa da sua grande afinidade por metais bivalentes. Produzida no hipotalamo, a
atividade protetora central da metalotioneina Il durante o estresse e senilidade é
também bem conhecida, em virtude de sua atividade sequestradora de metais
(GIACCONI et al., 2003).

Varios modelos de hiperalgesia foram desenvolvidos e demonstram que a
timulina modifica a sensibilidade dolorosa (HADDAD et al., 2005; KANAAN, 2002;
SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1996, 2003; SAFIEH-GARABEDIAN, 1999, 2000).
Recentemente, foi descrito o efeito anti-inflamatoério da timulina no cérebro (MOREL
et al., 2006). Ao mesmo tempo, DARDENNE e colaboradores (2006) sugerem um
papel neuroprotetor da timulina no sistema nervoso central. Dentro desse contexto,
existem claras evidéncias de relagbes entre fatores timicos e neuroenddcrinos,
podendo-se estabelecer um eixo timo-hipofisario.

Do ponto de vista patologico, sao varios os fatores conhecidos como capazes
de interferir na fisiologia da timulina: portadores de HIV apresentam reducdo na
concentragdo de timulina sérica independentemente da populacdo de linfocitos

CD4+ presentes no sangue (CONSOLINI et al, 2000b), assim como pacientes com
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cancer (CONSOLINI, 1986; MOCCHEGIANI, 1990). A exposicao crbnica a baixas
concentracbes de mercurio induz aumento na produgdo de timulina in vitro
(VALENTINO et al., 2001).

Por causa do papel modulatorio abrangente, promovendo a integragc&o entre
os sistemas neurologico, imune e endocrino, diversas aplicagdes terapéuticas séo
propostas empregando a timulina. KALLEN (1986) mostrou que ratos tratados com
ciclofosfamida tiveram a funcédo linfocitaria T restabelecida ap6s tratamento com
timulina. HIRAI (1995) produziu a recuperagdo da resposta macrofagica e imune
humoral em bovinos e leporideos submetidos a imunodepressao viral com o uso da
timulina. AONO (1997) observou que ratos portadores de artrite experimental e
tratados com timulina apresentavam redugédo do edema e do tecido de granulacéo,
com facilitacdo da ossificagcdo. YASUDA e colaboradores (2003) observaram que a
timulina inibe a indugdo de o&xido nitrico sintetase e protegem da morte células
pancreaticas mantidas em cultura, apdés exposi¢cdo ao TNF. In vivo, a timulina foi
capaz de prevenir lesdes pancreaticas induzidas por injecéo intraplantar de LPS em
camundongos, por meio do aumento na expressao de Bcl2 pelas células
pancreaticas e liberagédo sistémica de IL-6 (SAITOH et al., 2004). Varios trabalhos
demonstram a utilidade da timulina no controle da atividade imune de aves
(CHANDRATILLEKE, 2000; MERLINO & MARSH, 2001a, 2001b; MARSH et al., 2001;
ORRINGER et al., 2002), sugerindo sua aplicagdo como potencial recurso zootécnico
na prevencdo e controle de infeccdes em animais submetidos a estresse e
imunossuprimidos, como € o caso das aves criadas para produgdo em grande
escala.

Seguindo esta linha de raciocinio, a terapia génica de horménios timicos
aparece como a ferramenta mais recente para disfungdes timicas. Goya e
colaboradores (2007) sugerem a construgdo de “genes artificiais” que codifiquem
peptideos timicos cujas sequéncias sdo curtas e ndo requerem processamento pos-
translacional Neste caso, a timulina foi clonada a partir de vetor adenovirus
recombinante e utilizada em uma série de estudos de terapia génica experimental.
Por meio de uma sequéncia de DNA sintético codificante para timulina inserida em
Escherichia coli, grande quantidade purificada e biologicamente ativa de timulina foi
conseguida (CALENDA et al., 1988). Recentemente, molécula analoga chamada de

metFTS foi construida e clonada em vetor adenovirus (REGGIANI et al., 2006).
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Diversos estudos de terapia génica sdo publicados desde entdo (GOYA et al., 2007;
MOREL et al., 2006; REGGIANI et al., 2008; GARCIA-BRAVO et al., 2006).

A despeito dos avangos da biologia molecular concernentes aos efeitos e a
producdo da timulina, tem-se identificado, desde a década de 1980, estudos sobre
os efeitos imunorreguladores da timulina em altas diluigbes, em diferentes modelos
experimentais (BASTIDE et al., 1985,1987; DOCET-JABOEUF et al., 1984; DAURAT et al.,
1988; GUENNOUM et al., 1997).

Mais recentemente, nosso grupo tem identificado os efeitos
imunomoduladotes de altas dilui¢des de timulina em processos mediados por células
T, como resposta antitumoral, antiviral e moduladora do perfil histologico de
granulomas induzidos por BCG (TOLEDO, 2005; ZALLA-NETTO, 2007; SATO, 2008).

Ainda, a facilidade de administracao e o baixo custo indicam um possivel uso
zootécnico da timulina preparada homeopaticamente (SATO, 2008). Dadas tais
constatacbes, é essencial a compreensdao mais amiude dos mecanismos

fisiopatoldgicos relacionados aos efeitos moduladores da timulina ultradiluida.

2.3. Inflamagao Granulomatosa

A inflamagao granulomatosa € o substrato morfologico para diversas doencas
infecciosas, como tuberculose, lepra, brucelose, esquistossomiase, sarcoidose e um
grande numero de micoses viscerais, além de agentes irritantes ndo infecciosos,
como talco, silica, berilio ou zircénio (MARIANO, 1995).

A formagédo do granuloma caracteriza-se pelo agrupamento de macrofagos,
com diferentes graus de modificacdes e de transformagdes, que podem estar
associados a outros tipos celulares, como linfocitos e plasmoécitos, alem de células
gigantes multinucleadas e necrose (COELHO, 1999). O granuloma elimina bactérias e
protege o tecido circunvizinho do hospedeiro de respostas inflamatérias danosas.
Sem a formagéo do granuloma, infecgbes micobacterianas podem se disseminar e
ser frequentemente letais, como ocorre em humanos na associagao
AIDS/tuberculose (LEDRU et al., 1999; PALMIERI et al., 1999).

O macrofago € a unidade funcional e arquitetural basica em inflamagdes
cronicas, mas a sua caracterizagdo em granulomas foi dificultada principalmente por

causa da sua variagdo morfolégica nesse tipo de lesdo (Mariano, 1995). Estudo
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classico sobre a ultraestrutura de granulomas induzidos por BCG foi conduzido por
ADAMS em 1974, e mostrou que mondcitos recém-migrados séo inicialmente células
simples e que progressivamente adquirem a morfologia macrofagica tipica. Outros
estudos demonstraram que macrofagos proliferariam no tecido inflamado apés sua
chegada ao mesmo, mas depende da natureza do agente e da imunidade do
hospedeiro RYAN & SPECTOR, 1969; BIRMAN & Mariano, 1985). Entretanto, é bem
estabelecido que macréfagos apresentam apenas duas divisdes durante a primeira
semana de residéncia tecidual, e que essas divisdes pouco contribuem para a
quantidade celular na lesdo (RYAN & SPECTOR, 1969; SPECTOR & LYKKE, 1966). Sabe-
se que a taxa de turnover celular reflete a velocidade de entrada de novas células
para o foco da leséo, e a taxa de divisédo celular local (SPECTOR & MARIANO, 1975).
VIGNA e colaboradores (2006) sugeriram que a interagcéo entre células B-1 e
macréfagos exerce importante papel no desenvolvimento de granulomas induzidos
por gp43 (principal componente antigénico secretado pelo Paracoccidioides
brasiliensis). Sabe-se também que células B-1 podem se diferenciar em fagocitos
fenotipicamente semelhantes a macrofagos derivados de mondécitos, in vitro e in vivo
(Pori et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Russo & MARIANO (2010), em experimentos
recentes, sugerem que a célula B-1 é essencial a formacao granulomatosa induzida

por BCG em camundongos.

2.4. Células B-1

Células B-1 representam populagédo distinta de linfécitos B fenotipicamente
unicas, com desenvolvimento e fungdes proprias (STALL et al., 1996), que residem
em multiplos tecidos no camundongo, incluindo as cavidades peritoneais e pleurais
(HERZENBERG & TUNG, 2007). As células B-1 diferem dos linfécitos B convencionais
(B-2) porque s&o autorrenovaveis e aparentemente independentes de células
progenitoras e de estimulo proliferativo (DARNELL
et al.,1994). As células B-1 da cavidade peritoneal séo divididas entre subtipos B-1a
e B-1b, distintas pela expressédo de CD5 (B-1a sdao CD5+ e B-1b sdo CD5-) (KANTOR
et al., 1992). Classificagdo mais completa foi proposta por GHOSN e colaboradores
(2008): B-1a (CD23-, CD45R+, CD19+, IgM" IgD", CD11b+, CD5+), B-1b (CD23-,
CD45R+, CD19+, IgM", IgD"°, CD11b+, CD5-), B-1c (CD23-, CD45R+, CD19+, IgM",
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IgD°, CD11b-, CD5-), ou seja, células B-1a e B-1b passariam por fases de
maturagéo ou diferenciacao (B-1c) em que a expressdo de CD11b estaria ou néo
presente. Uma das hipoteses sobre a origem destas células sugere que as células
B1-a e B1-b sao linhagens distintas, em que a primeira provém de linhagem fetal
autorrenovavel e a segunda é derivada de precursores da medula 6ssea (KANTOR &
HERZEMBERG, 1993; HAUGHTON et al., 1993; HARDY & HAYAKAWA, 2003; MONTECINO-
RODRIGUES et al., 2006) (Quadro 1).

Quadro 1: Diferengas entre células B-1a e B-1b

Células Marcadores linhagem
‘ Precursores de figado fetal,
B-1a CD23-, CD45R+, CD19+, IgM", IgD'°, CD11b+, CD5+ autorrenovavel
‘ Poucos precursores da medula dssea
B-1b CD23-, CD45R+, CD19+, Ith', IgD'°, CD11b+,CD5- adulta, autorrenovavel

Funcionalmente, as células B-1 diferem das células B-2 no repertério de
anticorpos, que tende a ser mais restrito na célula B-1 (KANTOR et al., 1997). Além
disso, as células B-2 participam da resposta adaptativa, enquanto as células B-1 sédo
responsaveis pela resposta imune inata e respondem a uma variedade de antigenos
T independentes (BAUNGARTH et al., 2005; HERZENBERG, 2000).

Quanto a distribuicdo no organismo, outras diferengcas sdo notadas entre
células B-1 e B-2. As células B-1 sao a principal populagéo das cavidades pleural e
peritoneal; entretanto s&o escassas no bago e ausentes nos linfonodos (OHDAN
et al., 2000; KAWAHARA et al., 2003). Mas as células B-2 sdo amplamente
distribuidas pelo organismo, sendo predominantes no sangue, baco e linfonodos
(Quadro 2).

Quadro 2: Diferengas entre células B-1 e B-2

Proliferagao Localizagao Resposta imune | Repertorio de Ac

B-2 dependem de progenitores sangue/baco/linfonodos adaptativa amplo
autorrenovaveis/independem de
B-1 progenitores e estimulo proliferativo pleura/peritbneo inata restrito
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Diversos estudos conduzidos pelo professor Mario Mariano e equipes na
UNIFESP e na UNIP foram feitos na tentativa de melhor compreender os
mecanismos envolvidos na origem da célula B-1 e suas funcgbes, utilizando
camundongos Xid (deficientes em células B-1). Células B-1 possuem a capacidade
de migrar da cavidade peritoneal para o foco inflamatério agudo inespecifico,
perdendo caracteristicas de células B, como a expressao de IgM e diferenciando-se
em fagécitos mononucleares morfologicamente semelhantes a macréfagos
derivados de mondécitos ALMEIDA et al. 2001; PoPI et al., 2009). Nos processos
inflamatorios crénicos especificos, as células B-1 s&o essenciais a formacéo de
células gigantes de corpo estranho BOGSAN et al., 2005) e participam no processo
de cicatrizacao (OLIVEIRA, 2009). A célula B-1 é capaz de migrar do peritbneo para a
inflamacao granulomatosa induzida por BCG em pulmbes de camundongos (RUSSO
& MARIANO, 2010).

O presente projeto, portanto, tem como finalidade estudar os mecanismos
imunomoduladores de ultradiluicdes de timulina, utilizando o modelo experimental
granulomatoso induzido por BCG em patas de camundongos, dando especial

enfoque a possivel participagao das células B-1 nessa modulagao.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho € detalhar os mecanismos imunomoduladores da
timulina ultradiluida utilizando como modelo o desenvolvimento do granuloma
imunogénico induzido por BCG e a identificacdo/mapeamento de marcadores
celulares capazes de identificar linfocitos, fagécitos e células progenitoras B-1 no

peritdneo.

3.2. Objetivos especificos

A. Pelo estudo histomorfométrico, quantificar a hemossiderose esplénica em
ldminas histoldgicas do bago coradas com Azul da Prussia, e a quantidade
de bacilos intracitoplasmaticos em macrofagos presentes na leséo

granulomatosa, corados pelo método Ziehl-Neelsen.

B. Por citometria de fluxo, identificar e quantificar células positivas para
CD11b (fagécitos ativados, células B-1), CD19 (células B-1 e B-2), CD23
(células B-1 sao negativas), CD5 (células B-1a) do peritbneo dos

camundongos inoculados.

C. Descrever a cinética dos parametros descritos acima, analisando os dados

em diferentes tempos: 7, 14 e 21 dias apds a inoculagao do BCG.

D. Analisar se ha interferéncia do Zn ou outro metal nos tratamentos
propostos, por meio do uso de Chelex ® nas preparagdes

medicamentosas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c, SPF (Specific pathogen
free), machos e adultos, provenientes do Centro de Desenvolvimento para Modelos
experimentais — CEDEME - da UNIFESP e mantidos em microisoladores
(Techniplast ®), no biotério de experimentagcdo animal — SPF, do Centro de
Pesquisa da UNIP — campus Indianopolis, onde receberam agua e ragao ad libtum e
foram submetidos a controle de temperatura e iluminagdo, com ciclos de claro e

escuro 12/12horas.

4.2. Grupos experimentais e preparo do medicamento

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, com n=15 por

grupo, a saber:

Grupo experimental A: tratado com timulina 5cH, preparada a partir de
matriz 4cH (Boiron - Franga), sendo a ultima diluicdo feita no momento da
administragédo em solugdo hidroalcodlica 30% e sucussionada mecanicamente com

auxilio de brago mecanico automatizado (Autic ®).

Grupo experimental B: tratado com timulina 5cH + Chelex® (SIGMA, USA)
(Quelante inespecifico de metais), para evitar a influéncia do Zn no processo
imunomodulatdrio da timulina.

Grupo controle C (veiculo): tratado com solugdo hidroalcodlica 30%
sucussionada.

Foi respeitada a quantidade maxima de cinco camundongos por
microisolador.

Ap6s a dinamizac&o, a concentragao de timulina na solugéo 5¢H foi de 4x107"
M. A matéria-prima utilizada para o preparo da matriz 4cH foi o peptideo puro, livre
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de zinco, produzido sinteticamente, conforme documento enviado pelo laborat6rio
fornecedor (Boiron Brasil) (Anexo 2).

4.3. Tratamento

Os animais foram tratados recebendo diariamente timulina 5¢cH (grupo A),
timulina 5cH + Chelex® (grupo B) ou veiculo (grupo C), via agua de bebida, em
cego, durante 21 dias. O Chelex ® &€ um copolimero utilizado como quelante de
metais de transi¢cdo, como o Zn. A solucao de timulina incubada com Chelex seguiu
o protocolo estabelecido por DARDENNE e colaboradores (1982).

Para o procedimento em cego, os frascos contendo timulina 5cH, timulina 5cH
+ Chelex® e veiculo foram adesivados com as letras A, B e C, por funcionario do
laboratério, nao envolvido em nenhuma etapa experimental. Os cédigos sé foram

revelados apo6s o término das analises estatisticas.

4.4. Inoculagao do BCG e observagao das lesées

As lesdes granulomatosas foram induzidas pela inoculagdo experimental de
BCG, via injecao subcutanea, no coxim plantar da pata esquerda, utilizando-se
seringas descartaveis Ultra-Fine BD Medical, EUA). A dose utilizada foi de 2x10°
UFC de bactérias viaveis em volume de 50 microlitros de indéculo total. A
micobactéria foi fornecida pelo Instituto Butantan, sob o nome de Vacina BCG®
mediante doagéo, e, em todos os preparos, foi diluida em salina estéril apirogénica.

Antes da inoculacdo da pata esquerda (tempo zero), a medida de sua
espessura foi tomada inicialmente, com um micrémetro (Mitutoyo® IP65, Japan). Em
seguida, medidas diarias foram feitas para avaliagdo da evolugéo granulomatosa. Os
animais foram sacrificados nos tempos 7, 14 e 21 dias apés. Ao final de cada tempo,
cinco animais de cada grupo foram sacrificados em cuba de CO,, e a pata esquerda
inoculada mais o bago foram colhidos e fixados em solugéo de formol a 10%, por 24
horas, seguido de processamento histolégico convencional.

O material colhido bi submetido as coloragbes HE, Azul da Prussia e Ziehl
Neelsen. A partir das laminas coradas pelo método Ziehl Neelsen, a analise
histométrica se deu por escores, representando a quantidade de bacilos
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citoplasmaticos presentes em 20 macréfagos observados aleatoriamente nos coxins
plantares, usando objetiva de imersdo (100x) (Figura 1). Tal leitura foi feita em
duplicata, a partir de dois observadores diferentes.

O numero de macrofagos positivos para Azul da Prussia encontrados no bago
(Figura 2) foi determinado pela contagem de dez campos microscépicos por lamina,
usando-se objetiva de 40X. A area de cinco foliculos identificados aleatoriamente
nos cortes de baco foi medida em pixels, a partir de ldminas coradas com HE. Para
isso, fotomicrografias foram feitas utilizando-se objetiva de 10X, analisadas por meio
do programa de analise de imagem Image J for Windows (Figura 3).

Todas as laminas deste trabalho foram lidas em microscopio Zeiss Primo Star
(Zeiss, Germany), e todas as imagens feitas com maquina fotografica Canon Power
Shot A650 IS (Canon, Japan).
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Figura 1: Escores de infecgdo intracelular em macréfagos presentes no granuloma induzido.
(1) poucos bacilos intracitoplasmaticos; (2) quantidade intermediaria de bacilos intracitoplasmaticos,
(3) quantidade incontavel de bacilos intracitoplasmaticos. Ziehl Neelsen, 1000x

Figura 2: Fotomicrografia de bago de camundongo com a presenga de macréfagos pigmentados por
hemossiderina, positivos para Azul da Prassia. (1) Timulina 5cH, (2) Timulina 5cH+Chelex,
(3) Controle. Azul da Prussia, 400x

Figura 3: Fotomicrografia de bago e seus foliculos linfoides. (1) Timulina 5cH, (2) Timulina
5cH+Chelex, (3) Controle. Hematoxilina/Eosina, 100x
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4.5. Avaliagao por citometria de fluxo para células B-1

A lavagem peritoneal foi feita logo apds sacrificio dos camundongos em
camara de COy, 7,14 e 21 dias apéds a inoculagéo do BCG.

O peritbnio de cada animal foi injetado com 5 mL de RPMI (GIBCO®, USA),
massageado para desprendimento e homogeneizagdo das células peritoneais, e o
lavado foi colhido com seringa. As células foram, entdo, transferidas para tubo
plastico, centrifugadas a 2000rpm por 5 minutos e ressuspendidas em tampao
hemolitico ACK (GIBCO, USA) por 2 minutos, a temperatura ambiente. Apds nova
centrifugacao, as células foram ressuspendidas em PBS (GIBCO®, USA). O material
obtido foi mantido sempre em gelo, durante todo o processamento.

Aligquota de 5 ul de cada amostra foi transferida para um microtubo contendo
100u!l de Azul de Tripan 0,1% (MERCK), a fim de se contar o numero de células
viaveis, utilizando-se Camara de Neubauer modificada (Hausser Scientific, USA).

Apés outra centrifugacdo a 2000rpm por 5 minutos, as amostras foram
novamente ressuspendidas em 100ul de PBS. Para o bloqueio do receptor de Fcy |l
e lll, foram adicionados 10 pl de anticorpo monoclonal anti-CD16/CD32 (CALTAG-
INVITROGEN, USA) de camundongo, na concentragdo 1:100, seguido de incubacgéo
por 15 minutos a 4°C. Ap6s nova centrifugagcao, as amostras foram ressuspendidas
em 200ul de PBS/BSA 1% e divididas em dois microtubos, sendo um deles mantido
sem a adicdo de marcadores (controle de marcacgéo) e o outro incubado com os
seguintes anticorpos: anti-CD19 APC, anti-CD23 FITC, anti-CD5 PerCP e anti-
CD11b PE (CALTAG-INVITROGEN, USA) por 30 minutos a 4°C. Uma ultima
centrifugacao foi executada, sempre a 2000rpm por 5 minutos, e as células foram
ressuspendidas em 1 ml de PBS e transferidas para tubos FACS.

A leitura foi feita no aparelho de citometria de fluxo FACS Calibur (BD).
Inicialmente, o tamanho e a granulosidade das células foram utilizados para a
determinacdo das populagdes de linfécitos e macréfagos. A fluorescéncia obtida
com marcadores especificos determinou os demais gates, a partir da combinacao de
dois marcadores simultaneamente. Assim, a partir do gate de linfocitos, a
subpopulagéo de linfocitos B2 foi determinada pela expresséo simultdnea de CD19 e
CD23, a subpopulagédo de células B1 foi determinada pela expressdo de CD19

associada a baixa expressdo de CD23. Uma regiao desse gate (contendo apenas
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células CD19+) foi selecionada para identificacdo de células B-1a (CD19+, CD5+) e
B-1b (CD19+, CD5-). O gate de macroéfagos, selecionado inicialmente, foi a base
para a identificacdo das subpopulacdes de fagocitos derivados de B-1 (CD19+,
CD11b+) e fagocitos derivados de monécitos (CD19-, CD11b+).

A compensacgao de cada fluorocromo foi realizada pela marcagao simples de
amostra do grupo controle. A positividade de cada marcador foi determinada a partir
da fluorescéncia natural das células sem nenhum anticorpo.

As porcentagens de cada subtipo celular, em cada amostra, foram calculadas
automaticamente pelo programa Flow Jo 8.7 A transposicdo dos dados para os
programas EXCEL 2007 e INSTAT 3.0 foi feita manualmente, sendo os dados finais

conferidos por uma terceira pessoa.

4.6. Analise estatistica

A evolugcédo da lesdo granulomatosa macroscopica e a quantificacédo de
macréfagos esplénicos positivos para hemossiderose, em fungdo do tempo, foram
analisadas pelo teste MANOVA de duas vias. A comparacao entre os diferentes
escores de infeccédo por BCG foi feita pelo método Kruskall Wallis/Dunn. O diametro
folicular esplénico e os valores absolutos das células contadas em citometria de
fluxo foram analisados pelo teste ANOVA/Tuckey-Krammer. O método do X2 foi
utilizado para avaliagdo da proporgédo entre os diferentes subtipos celulares
observados em citometria de fluxo. Em todos os casos, os valores de p=0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

4.7. Bioética e conflito de interesses

O presente projeto passou pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIP, e foi
conduzido de acordo com a lei 6.638, de 8 de maio de 1979, sobre “Normas para
pratica didatico-cientifica da vivissecgcao de animais”, e lei estadual 11.977/05, que
institui o Codigo de Protecdo aos Animais do Estado de Sao Paulo, com o n° de
protocolo 007/10 (Anexo 1).

Nao ha conflito de interesses relacionados a este trabalho de pesquisa.
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5. Resultados

5.1. Relagao macréfagos/linfécitos no peritbneo

A figura 4 mostra que, aos 21 dias ap6s a inoculagédo de BCG, a populacao
de linfocitos no peritbneo diminui em funcdo do tempo, enquanto a populagéo de
macréfagos aumenta. Contudo, o estudo da proporg¢ao entre tais subtipos celulares
indica o predominio de linfécitos em relacdo a macréfagos, conforme observado no
grupo controle. Nos animais tratados com timulina, entretanto, a proporg¢ao entre tais
células sofre mudangas significativas, sendo que os macréfagos passam a

representar 50% da populagao celular peritoneal.

5.2. Relagao macréfago derivado de mondcito/fagocito derivado de

B1 no periténeo

Na figura 5 se percebe, pela analise do grupo controle, que o aumento da
populacdo de macréfagos na cavidade peritoneal €, na verdade, a expresséo do
aumento da subpopulacdo de fagécitos derivados de mondcitos, pois os fagdcitos
derivados de células B-1 (CD19+CD11b+) diminuem em funcdo do tempo. Ao
contrario, os animais tratados com tmulina 5¢cH, com ou sem Chelex ®, apresentam
persisténcia dessas Ultimas, evidente no 21° dias pds-infec¢cdo, o que resulta na

maior propor¢ao das mesmas em relagdo aquelas derivadas de monocitos.

5.3. Relagao B1/outros linfécitos no periténeo

A figura 6 mostra que o tratamento com timulina 5cH induziu queda na
populacdo de linfocitos CD19+/CD11b+ (células B-1) em relacdo aos demais
linfécitos, aos 14 e 21 dias apds a inoculagdo do BCG, sendo mais evidente aos 21
dias. Tal queda, associada ao aumento de fagocitos CD19+/CD11b+ descrito no

item anterior, sugere a diferenciacéo dessas células em fagdcitos ativos.
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Ja a populacdo de células B convencionais (B-2) decresce ao longo do tempo
no grupo controle, mas n&do no grupo tratado com timulina 5cH. Nesse caso, porém,
ha interferéncia da incubacdo do medicamento com Chelex ®, no sentido de

bloquear tal efeito.
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Figura 4: A: Total de Linfécitos do peritbneo em fungdo do tempo, quantificados por
citometria de fluxo. B: Total de macréfagos do peritbneo em fungao do tempo, quantificados
por citometria de fluxo. C: Relagédo Linfocito/Macréfago aos 21 dias. ANOVA; X2, p=0,0001

em relagao ao controle.
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Figura 5: A: Total de Macréfagos derivados de monécitos do peritbneo em fungédo do tempo,
quantificados por citometria de fluxo. B Total de Fagocitos derivados de células B1 do
periténio, em fungdo do tempo, quantificados por citometria de fluxo. C: Relagdo B1 CDP/
Mondécito CDP aos 21 dias, sendo CDP = cell derived phagocytes. ANOVA; X2, p=0,0001 em
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Figura 6: A: Total de células B2 do peritbnio em fungcdo do tempo, quantificadas por
citometria de fluxo. B: Total de células B1 do periténio em fungdo do tempo, quantificadas por
citometria de fluxo. C: Relagéo B1/outros linfécitos, aos 21 dias. ANOVA, X2, p=0,0001 em

relacéo ao controle.
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5.4. Relagao B1-a/B1-b no peritbneo de camundongos

A incubacgao da timulina 5cH com Chelex® parece ter evitado a diminuigéo da
populagado de células B-1a, mas n&o a queda da populacdo de células B-1b induzida
pelo tratamento com timulina 5cH. Tal efeito € mais evidente no 21° dia pds-
infeccéo, o que mostra a figura 7.

Embora os mecanismos exatos de tais subtipos celulares ainda estejam a ser
determinados, fica clara a ideia de que a tmulina 5cH exerce agéo sobre essas

células a partir de mecanismos diferentes.

5.5. Diametro folicular esplénico

A figura 8 mostra aumento dos foliculos do bago nos grupos tratados, em
relacdo ao controle, indicando haver efeitos sistémicos sobre a reatividade linfoide,
sobretudo no inicio do processo (7 dias). Ainda nessa avaliagédo, observa-se que nao

houve influéncia do Chelex ® ou do Zinco.

5.6. Hemosiderose esplénica

Animais tratados com timulina 5¢cH, com ou sem a incubag¢do do medicamento
com Chelex ®, apresentam numero maior de macrofagos esplénicos positivos para
Azul da Prussia, indicando maior atividade fagocitica dessas células nesses grupos
(figura 9).

5.7. Espessura da pata

O resultado mostrado na figura 10 ressalta a evolugcdo da inflamagéao
granulomatosa em fung¢do do tempo. Aos 21 dias, quando o granuloma esta em
estagio de amadurecimento maior, ha melhor evidéncia da ag&o da timulina n&o

incubada com Chelex ®.
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5.8. Escores de infec¢ao por BCG intracitoplasmatico

A figura 11 mostra que os macréfagos que migraram para o local da leséo
foram mais eficientes no processo de fagocitose e digestdo do BCG nos animais

tratados com timulina 5cH, de forma independente do Chelex ®.
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Figura % A: Total de &lulas B1-a do peritbneo em fungdo do tempo, quantificadas por
citometria de fluxo. B: Total de células B1-b do peritbneo em fungéo do tempo, quantificadas
por citometria de fluxo. C: Relagdo B1-a/B1-b aos 21 dias. X3, p=0,0001 em relagdo ao

controle/timulina 5cH.
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a contagem executada por dois observadores independentes, em cego. Kruskall Wallys/Dunn,
p=0,05 em relagdo a timulina+Chelex; p=0,001 em relagao ao controle.
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5.9. Analise do Zn nas amostras utilizadas nos diferentes
tratamentos

Apenas tragos de zinco foram encontrados em todas as amostras: veiculo,
timulina 5¢cH e timulina 5¢cH adicionada a diferentes concentragbes de Chelex ®. Os
resultados descritos acima permitem descartar a hipétese de efeito inespecifico da
Timulina homeopatica por contaminagdo de Zn em concentracbes

imunomoduladoras.

Quadro 3: Analise da concentragdo de Zn determinada por espectrometria de Absor¢do atémica das
solugdes utilizadas nos diferentes tratamentos: Timulina 5cH, Timulina 5¢cH + Chelex® e Controle
(Sol. Alcodlica). Analises feitas pelo lab. CBO — Analises Laboratoriais. Anexos 3 — 8.

Amostras Quantidade de Zn (microgramas/ml)
ALCOOL 70% 0.04
Timulina 5¢cH 0.05
Timulina 5¢cH + 5 mg Chelex 0.05
Timulina 5¢cH + 10 mg Chelex 0.05
Timulina 5cH + 50 mg Chelex 0.04
Timulina 5¢cH +100 mg Chelex 0.05

5.10. pH das amostras utilizadas nos diferentes tratamentos

A bula do produto Chelex® revela que a sua utlizagdo eleva
consideravelmente o pH das solugdes. No caso particular deste estudo, o pH da
amostra quelada subiu de 7 para 9. Entretanto, a quantidade utilizada nos
bebedouros dos camundongos (100ul/200ml) nao foi suficiente para induzir tal
alteragdo na agua de bebida, descartando-se a influéncia do pH nos resultados
deste trabalho (Quadro 4).
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Quadro 4 — Medida do pH dos bebedouros apés a adi¢do de timulina 5¢cH, timulina 5¢cH

+ Chelex® e veiculo (alcool 30%) na agua (250 mL).

Solugao pH pH final (solugdo + agua de bebida)
Timulina 5cH 7 7
Timulina 5¢cH +Chelex® 9 7
sol. alcodlica 7 7

5.11. Analise do Ca, MG e Mn das amostras utilizadas nos

diferentes tratamentos

Ca e Mg nao foram detectados em nenhuma das amostras. Entretanto, as
quantidades de Mn encontradas nas solugdes utilizadas nos tratamentos foram

diferentes.

Quadro 5: Andlise da concentragdo de Ca, Mg e Mn determinada por espectrometria de Absorgéo
atOmica das solugdes utilizadas nos diferentes tratamentos: Timulina 5cH, Timulina 5cH + Chelex® e
Controle (Sol. Alcodlica). Analises feitas pelo lab. CBO — Analises Laboratoriais. Anexos 9 — 11.

Amostras

Quantidade de Ca

ALCOOL 70%

N&o detectado

Timulina 5cH

N&o detectado

Timulina 5¢cH +100 mg Chelex

N&o detectado

Amostras Quantidade de Mg
ALCOOL 70% N&o detectado
Timulina 5cH N&o detectado
Timulina 5¢cH +100 mg Chelex Nao detectado
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Amostras Quantidade de Mn
ALCOOL 70% =5ug/L
Timulina 5¢H 6,5ug/L
Timulina 5¢cH +100 mg Chelex =5ug/L
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6. Discussao

Modelos biologicos que utilizam moléculas enddégenas em altas diluicbes séo
estudados por diversos pesquisadores desde a década de 80. Muitas dessas
moléculas estdo relacionadas ao controle do sistema imune, como, por exemplo,
bursina (Lys-His-Gly-NH2), TNF e timulina.

A bursina é horménio produzido pela bursa de Fabricius, sendo a principal
responsavel pela maturacdo de linfécitos B em aves. YOUBICIER-SIMO e
colaboradores (1993, 1996, 1997), em sequéncia de trés trabalhos, avaliaram a
utilizagdo da bursina ultradiluida em interessante modelo com embrides de galinha
bursectomizados. Aves bursectomizadas in ovo perdem a producdo de ACTH,
corticosterona e melatonina, assim como as respostas de IgG especificas a
aloantigenos; com a injecdo in ovo de bursina ultradiluida, tais fungcbes foram
recuperadas. Para averiguar a especificidade da bursina ultradiluida, um grupo
controle tratado com um ftripeptideo sabidamente sem atividade biolégica (Trp-Leu-
leu-NH2) foi adicionado a todas as etapas do estudo.

Outro modelo interessante foi usado por CARMINE (1997). O autor utilizou
citocina TNFa em altas diluicbes para avaliar as variagcdes na producéo de HxO, por
células de neuroblastoma, por meio da técnica de quimioluminescéncia. O perdxido
de hidrogénio é substéncia liberada por uma série de culturas de células tumorais, e
€ associado a progresséo e malignidade dos tumores. O aumento da liberagéo de
H20O, pelas células cultivadas com o TNFa ultradiluido foi altamente significativo em
relacdo ao controle, contudo, ndo se observou linearidade dos efeitos, nem foi
possivel obter curva diluicdo — efeito padréo.

O estudo da timulina ultradiluida e seus efeitos imunomoduladores teve inicio
com o grupo da profa. Madeleine Bastide nas décadas de 80 e 90 (BASTIDE et al.,
1985,1987; DOUCET-JABOEUF et al., 1984; DAURAT et al., 1988; GUENNOUM et al.,
1997). Nesses estudos, observouse que a timulina em altas diluicbes apresentava
evidente efeito imunomodulador, com variagdes em fungdo da sazonalidade e
também das condigcbes imunologicas individuais prévias. Em camundongos
C57BL/6-higidos, a timulina ultradiluida (10" mg/animal) reduziu a resposta imune
celular. Em camundongos NZB, que desenvolvem lupus espontaneamente, essa

mesma concentracdo de timulina reduziu a resposta imune humoral
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timodependente e a hiper-resposta dos linfécitos a agentes mitogénicos. Assim, a
discrasia imunitaria que se manifesta nessa linhagem foi corrigida BASTIDE et al.,
1987). Essa linha de pesquisa foi retomada recentemente pelo nosso grupo de
estudos, coordenada pela profa. Leoni Bonamin, da Universidade Paulista.

Em um desses trabalhos, obserwu-se que a administracdo de timulina
preparada homeopaticamente na poténcia 5H (quinta diluigho Hahnemaniana) e
adicionada a agua de bebida, diminuiu de forma estatisticamente significativa os
efeitos mielosupressores da ciclofosfamida em camundongos portadores do tumor
de Ehrlich, e aumentou 27 vezes a area de metaplasia 6éssea do tumor implantado
na pata dos animais (TOLEDO, 2005).

Recentemente, em trabalho experimental na area de pecuaria organica, a
timulina 5cH administrada via agua de bebida a frangos de corte melhorou
significativamente os indices zootécnicos em relagdo ao grupo controle,
potencializou a resposta linfoide esplénica e reduziu a incidéncia de artrite viral na
semana pré-abate, demonstrando a plausibilidade do uso da timulina 5cH como
ferramenta zootécnica (SATO, 2008). E importante considerar que o uso de
medicamentos homeopaticos adicionados a agua de bebida ou a ragéo representa
potencial recurso zootécnico-sanitario com grande vantagem pratica para o
tratamento de grandes plantéis, dadas a facilidade de administracéo e auséncia de
residuos quimicos nos produtos derivados (carne, leite, ovos), base da pecuaria
organica. Varios trabalhos publicados propdem tais métodos (Filliat, 2002;
GUAJARDO-BERNAL et al., 1996; VARSHNEY & NARESH, 2004; WILLIAMSON et al., 1991;
SOTO et al., 2008; 2009; VALENTIN-ZABOTT et al., 2008; Vargas & Ribeiro, 2009).

Outro experimento utilizando a timulina na poténcia 5cH, via agua de bebida,
demonstrou que camundongos inoculados na pata com onco-BCG oral (10° UFC)
apresentaram aumento estatisticamente significante no desenvolvimento do
granuloma subcutaneo quando comparados aos animais do grupo controle. A
analise histopatolégica qualitativa do material revelou maior celularidade nos
granulomas de animais tratados com timulina, sobretudo no que se refere aos
fagécitos recém-migrados, enquanto os animais do grupo controle apresentaram
menor celularidade, com predominio de células epitelioides e maior incidéncia de
focos de degeneracéo celular, portanto, menor turn-over celular em relacdo ao

grupo tratado com timulina. Da mesma forma, a reatividade do linfonodo popliteo
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(responsavel pela drenagem do tecido subcutdneo da pata inoculada) também se
apresentou significativamente maior nos animais tratados, apo6s avaliagéo
histométrica dos foliculos linfoides (ZALLA-NETO, 2007).

A partir desses dados idealizamos o presente trabalho, no intuito de propor
0s provaveis mecanismos regulatorios da resposta imune sob a ag&do da timulina
ultradiluida. Assim, tomando-se os dados obtidos anteriormente com granuloma
induzido por BCG, adotamos 0 mesmo modelo experimental para avaliar a possivel
participacdo de células B-1 nesse mecanismo, haja vista que, em interessante
estudo desenvolvido na UNIFESP, Russo & MARIANO (2010) demonstraram que a
célula B-1 é capaz de migrar do peritbneo para o foco inflamatério crénico
especifico (granuloma induzido por BCG) e modular sua evolugéao.

Analisando-se o0s dados obtidos, observam-se evidéncias claras da
participacao das células B-1 na modulagdo da lesdo granulomatosa pela timulina
ultradiluida.

Conforme observado na Figura 4, constata-se dinamismo evidente da
cavidade peritoneal e de sua resposta celular a agente infeccioso, mesmo a
distancia do sitio inflamatério. Essa resposta foi modulada pelo tratamento proposto,
sem a interferéncia do Zn em concentra¢cdes imunomoduladoras, pois a incubacao
da timulina 5cH com Chelex ® néo interferiu nos dados observados. E possivel que
a mobilizacdo das células peritoneais, como, por exemplo, as células B-1, esteja
diretamente relacionada ao estimulo remoto (no caso deste estudo, a inoculagao de
BCG na pata). Os resultados convergem para os encontrados por RUSSO & MARIANO
(2010).

O predominio de fagocitos peritoneais derivados de células B-1 encontrado
no grupo tratado com timulina 5cH (Figura 5) sugere a acdo da mesma na
regulacdo dos processos de diferenciagdo das células progenitoras
B-1, mesmo que haja a possibilidade de existir variacdes nas taxas de proliferacéo
ou morte entre as duas subpopulagbes, ou mesmo de migracdo para o foco
inflamatdrio. Uma analise das citocinas encontradas no peritbneo, a contagem de
células B-1 presentes na propria lesdo granulomatosa e a utilizagdo de métodos
imunohistoquimicos para analise das populagbes celulares presentes nos
granulomas podem dar novas diretrizes para melhor elucidar esse achado. Tais

experimentos s&o previstos para a continuagao desta linha de pesquisa.
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A queda da populacado peritoneal de linfocitos CD19+/CD11b+ (células
B-1), conforme observado na Figura 6, explicaria a diminui¢cao de linfocitos totais no
peritbneo. Nesse caso, supde-se que houve diferenciacdo das células
B-1 em fagécitos B-1 (B-1 cell derived phagocytes), como mostrou POPI e
colaboradores (2009). O aumento simultdneo de fagécitos CD19+/CD11b+ na
cavidade peritoneal corrobora a hipétese. Em relacdo as células B-2, o grupo
tratado com timulina 5cH parece manter essa populagdo constante, enquanto o
grupo controle apresenta queda gradativa dessas células, o que seria esperado
para um processo inflamatério em evolugdo. Entretanto, a nitida interferéncia da
incubacao prévia da timulina 5cH com Chelex® aparenta a indugédo de agéo anti-
inflamatéria. O fato sugere mecanismos diferentes da timulina 5¢cH sobre células B-
1 e células B-2. No ultimo caso, ndo se pode afirmar que o Zn seja o fator
responsavel pela regulagéo da populacao celular, pois apenas tragos de Zn foram
observados em todas as preparagdes de timulina, a despeito da presencga ou n&o
de Chelex® (Quadro 3). Cogitamos que talvez o Chelex® tenha sequestrado algum
outro ion importante para o processo inflamatério. Nova analise das amostras foi
enviada ao laboratério CBO - Anadlises laboratoriais, para avaliagdo por
espectrometria de absorcao atbmica para os seguintes elementos: Mg, Mn e Ca
(Anexos 9, 10 e 11), e os resultados estdo apresentados no quadro 5. A presenca
de maior concentracéo de Mn na solugédo de Timulina 5¢cH é hipdtese plausivel para
explicar estes resultados. Trabalhos com Timulina ultradiluida acima do numero de
Avogadro estdo previstos nesta linha de pesquisa e ajudardo a eliminar tais
artefatos. Efeitos inespecificos, como variagdes de pH na agua de bebida em
fungéo dos diferentes tratamentos, também podem ser descartados (Quadro 4).

Os resultados mostrados na figura 7 s&o de dificil interpretagéo. A primeira
vista, a incubacao da timulina 5cH com Chelex® parece ter evitado a diminui¢do da
populacado de células B-1a, mas n&o evitou a queda da populacao de B-1b induzida
pelo tratamento com timulina 5cH. Tem-se, aqui, a evidéncia mais clara de que a
timulina 5¢cH pode atuar por meio de mais de um mecanismo. Sabe-se que as
células B-1b se diferenciariam espontaneamente em células fagociticas, entretanto,
alguns autores demonstram que células B-1a se diferenciariam em fagocitos, desde
que cultivadas com fibroblastos (BORRELLO & PHIPPS, 1995; 1996; 1999), ou seja,

desde que devidamente sinalizadas por mediadores pro-inflamatérios. Somem-se a
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isso a acéo da timulina 5¢cH, os diferentes requisitos para o desenvolvimento dessas
linhagens celulares, como, por exemplo, a expressdao de CD19 e suas diferentes
fungdes na imunidade inata e adaptativa (HAAS et al, 2005), e eis um verdadeiro
quebra-cabecgas.

Nesse caso, a hipotese descrita acima, de que a incubacg&o de timulina 5cH
com Chelex ® gera efeitos anti-inflamatérios, ganha mais um argumento a favor,
pois somente as células dependentes de tais estimulos (B-1a) tiveram os efeitos da
timulina 5cH anulados pelo Chelex®. Contudo, tais dados necessitam de muito mais
estudos para serem entendidos plenamente, pois pouco se sabe sobre as fungbes
das células B-1a e B-1b, e as a¢bes da timulina homeopatica e quais ions estariam
envolvidos nessa modulacdo. Um estudo mais aprofundado sobre o Mn e sua
possivel influéncia sobre o processo inflamatério em questéo se faz necessario.

O aumento da reatividade linfoide do bago nos primeiros dias apos a
inoculagdo de BCG nos animais tratados com timulina (Figura 8) configura resultado
compativel aos anteriormente encontrados por ZALLA-NETO (2007) e SATO (2008),
além de mostrar total independéncia em relacdo a acado do Chelex ® sobre tal
mecanismo. Observando-se os resultados associadamente, vé-se que a acgao
sistémica da timulina sobre o baco foi mais evidente nas etapas iniciais da infeccgéo
experimental. Em contrapartida, a resposta periférica (peritoneal e no local da lesao)
foi mais tardia, sendo mais evidente no 21° dia. Essa caracteristica tempo-
dependente sugere sequéncia de eventos fisiopatolégicos ordenados, deflagrados
pelo tratamento continuo com timulina 5¢cH, oferecida na dgua de bebida.

A figura 9 mostra maior numero de macréfagos positivos para Azul da
Prussia no baco dos grupos tratados, e corrobora o resultado anterior. As células B-
1 sdo escassas no bago (OHDAN et al., 2000; KAWAHARA et al., 2003), o que leva a
crer que o efeito sistémico induzido pelos tratamentos pode estar associado a maior
atividade fagocitaria dos macrofagos residentes nesse 6rgao. Entretanto, ha relatos
de que células B-1, quando ativadas, migram da cavidade peritoneal para o bacgo,
onde perdem a expressdao de CD11b KAWAHARA et al., 2003). Sabe-se que as
células B-1 possuem a capacidade de se diferenciar em fagocitos mononucleares in
vitro (ALMEIDA et al., 2001; PoPI et al., 2009), ou seja, existe ainda a possibilidade de
que esses macrofagos encontrados no baco derivem de células B-1. Amostras de
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baco em citometria de fluxo e a utilizagdo de imuno-histoquimica para esse érgéo
ajudariam a esclarecer melhor a questao.

O resultado da figura 10 mostra a evolugéo da inflamacao granulomatosa em
funcdo do tempo. Aos 21 dias, quando o granuloma estda em estagio de
amadurecimento maior, pode-se inferir que a timulina 5cH manteve o influxo de
células para o local da lesdo, dada a baixa taxa de mitose local dos macréfagos
recém-migrados (RYAN & SPECTOR, 1969; SPECTOR & LYKKE, 1966). O resultado
corrobora os achados de ZALLA-NETO (2007), que revelam maior celularidade por
causa do influxo de fagocitos recém-migrados para o local da lesdo. RUSSO &
MARIANO (2010) mostram que as células B-1 migram do peritbneo para o foco da
lesdo induzida por BCG, e, mais do que isso, sdo essenciais a formagao do
granuloma. O grupo tratado com timulina 5¢cH previamente incubada com Chelex®
induziu acéo anti-inflamatéria, bloqueando o efeito da timulina 5¢cH per se, como
discutido acima.

A figura 11 mostra que os macroéfagos que migraram para o local da lesao
foram mais eficientes no processo de fagocitose e digestdo do BCG nos animais
tratados com timulina 5¢cH. Em outras palavras, observa-se a remissao da infecgéo
ou o efeito terapéutico da timulina 5¢cH. Na avaliagdo de ZALLA-NETO (2007), células
mais jovens (mondcitos e macréfagos) predominam em relagdo as células mais
velhas (epitelioides) na formacdo do granuloma induzido por BCG em animais
tratados com timulina 5¢cH. A partir desses resultados, sugere-se maior eficiéncia na
resolucéo da infeccéo do grupo tratado.

A analise global dos dados corrobora os obtidos anteriormente sobre o efeito
imunomodulador da timulina 5cH, e ainda acrescenta informac¢des importantes a
compreensao dos seus mecanismos: 0 aumento da celularidade na leséo
granulomatosa e da intensidade da inflamacéo deflagrada pela inoculagao de BCG
parece oscilar por meio de mecanismo de sinalizagcdo modulado por substancias
passiveis de serem queladas. Portanto, a interferéncia do Chelex® em alguns
efeitos da timulina parece obedecer a um mecanismo anti-inflamatorio classico. Por
outro lado, a diferenciacédo de células B1 no peritbnio e os efeitos sistémicos da
timulina 5¢cH sobre a reatividade linfoide e atividade fagocitica esplénicas parecem

obedecer a mecanismos que independem de tais fatores.
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A timulina 5cH, no presente estudo, apresentou mecanismo duplo no controle
da evolugéo da lesdo granulomatosa. E ainda, o mais importante foi observar, de
forma quantitativa, seu efeito terapéutico — ou sua eficacia — na remisséo da
infecgao.

Quanto a metodologia utilizada, sabe-se que a técnica de citometria de fluxo
para a analise dos efeitos de substancias ultradiluidas é muito adequada a esse tipo
de estudo e confere maior credibilidade, pois ndo depende de andlises subjetivas,
como a contagem visual de células. A demonstragcéo cabal dos efeitos biol6gicos
das altas diluicbes de histamina in vitro foi o resultado de varios estudos, repetidos
ao longo de 23 anos, utilizando essa técnica (POITEVIN et al., 1986; 1988; BROWN &
ENNIS, 2001; LORENZ et al. 2003; BELON et al., 2004; SAINTE-LAUDY & BELON, 1997;
CHIRUMBOLO et al., 2009), a despeito de situacgdes folcloricas geradas em torno do
assunto, como acusacgdes de fraude, pareceres emitidos por prestidigitadores
profissionais que se diziam “especialistas em fraudes cientificas”, oferta de prémios
vultosos em dinheiro no Reino Unido para quem reproduzisse tais resultados e
outras historias.

Os dados aqui apresentados, utilizando a citometria de fluxo como
ferramenta essencial, sdo confiaveis o suficiente para garantir a seguranga nos

resultados apresentados e dar continuidade a esta linha de pesquisa.

Desde a década de 80, alguns estados e municipios brasileiros passaram a
oferecer atendimentos homeopaticos como especialidade médica, dentre outras
modalidades de medicina alternativa, aos usuarios dos servicos de saude publica,
porém de forma isolada.

Apdbs a implantacdo do SUS, as consultas homeopaticas cresceram de forma
vertiginosa, a taxa anual em torno dos 10%. Em 2006, o Conselho Nacional de
Saude editou a Portaria 971, que aprovou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares, que assegura aos usuarios do SUS o acesso as
praticas médicas homeopaticas e atende as recomendacdes da OMS (BRASIL-
MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Assim, a pesquisa basica para o conhecimento dos mecanismos

imunomodulatérios da Timulina ultradiluida tem sua importancia aumentada no
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sentido de melhor compreender seus efeitos terapéuticos e possiveis aplicacdes

praticas.
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7. Conclusao

e Estimulos remotos alteram a composicéo celular da cavidade peritoneal;

e A alteragdo dessa composigao celular foi modulada pela timulina 5cH sem

a interferéncia do Zn em concentragbées imunomoduladoras;

e O processo imunopatologico induzido por BCG e modulado pela timulina

estd associado a mecanismos de diferenciacao de células B-1 em fagdcitos;

e A timulina 5cH exerce efeitos de modo sistémico e local.
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Anexo 1

LNIVERSIOALE PALLISTA

Vica-Retoria de Pas-Graduaclo € Pesaulsa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que o protocolo n® 007/10 CEPAICS/UNIP, sobre o projeto
de pesquisa Intitulado “Efeitos da Timulina 5¢H na lesao granulomatosa induzida
por BCG: parficipacao de células B1°, sob a responsabilidade de LEONI VILLANO
BONAMIN, CESAR SATO, THAYNA NEVES CARDOSO e NATASHA TSCHEGE
CAMARGO, esta de acordo com os Principios Etficos, seguindo as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais, conforme a Lel
Estadual n® 11,977/05 que institui o Codigo de Protegao aos Animais do Estado de
Sao Paulo e foi aprovado por este Comité de Etica em Pesquisa.

Universidade Paulista, em Sao Paulo-SP, aos 13 dias do més de maio de 2010.

_-gl.r"{‘(:: ry PESFE s ,t"l..'—‘i "‘""r"-
= Luciene Tauil /
Secretaria do Comité de Etica

em Pesquisa da UNIP

Campus: INDIANOPOLIS

Rua Doulor Bacelar, 1212 = Vita Glementmo — Sdo Paulo - SP — CEP: 04026-000
Fone: (11) 5586-4090- Fax: (11) 55864073
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