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RESUMO

Introducdo: O presente modelo experimental foi estabelecido baseado nas seguintes
premissas: 1- A poluicdo quimica é uma das principais causas de intoxicacées no
mundo, 2- A facilidade de manuseio da Artemia salina aliada ao fato de ser um bom
biomarcador toxicoldgico, 3- a isoterapia pode ser um recurso alternativo no tratamento
de intoxicacdes. Objetivo: Verificar a protecdo da Artemia salina ao cloreto de chumbo
pela introducao de isoterapico na agua. Metodologia: Os cistos de Artemia salina foram
expostos a agua salina contendo 0,04% (CL 10 ou concentracao letal 10%, previamente
determinada a partir do célculo de viabilidade de amostras intoxicadas com diversas
concentracdes de PbCl,) de cloreto de chumbo em placas de cultura de 96 pocos. No
total, foram utilizadas 36 placas, as repeticdes experimentais foram realizadas ao longo
de um més, para observar a eficiéncia dos tratamentos (PbCl, 6¢H, 30cH e 200cH). As
variacdes de resultados entre as diferentes fases da lua foram também observadas,
para controle de eventuais vieses derivados de tais variagbes ambientais. O registro da
ecloséo dos cistos foi feito por meio de um microscépio digital (aumento 1000x) para
identificar a porcentagem de eclosdo, a viabilidade dos nauplios nascidos e sua
atividade geral. Anadlises fisico-quimicas da agua foram realizadas por MEV-EDS de
micro-sedimentos sélidos em suspenséo e pela avaliacdo do comportamento dipolo da
agua utilizando corantes solvatocrémicos como sondas. Resultados e discussédo: A
intoxicacdo aumentou a taxa de ecloséo dos cistos, mas houve reducao significativa (p
= 0,00003) entre os cistos tratados com &agua ou preparacdes sucussionadas,
comparando-se com aqueles tratados apenas com agua ndo submetida a agitacao
(controle). Esse efeito foi especialmente evidente na lua cheia. Nauplios intoxicados
apresentaram aumento na atividade geral (p<0,001). Nao se verificou a presenca de
chumbo total nos sedimentos, sugerindo auséncia de efeito quelante. Nenhuma
diferenca significativa entre os grupos foi observada na reacdo aos corantes
solvatocrébmicos. Conclusdo: A intoxicacdo dos cistos induz aumento na taxa de
eclosao dos cistos e na atividade geral dos nauplios. A reducao na taxa de eclosao apos
os tratamentos foi considerada como efeito protetor atribuido a agitacdo da agua per se.
Tal efeito foi mais evidente na lua cheia, quando ha naturalmente o pico de eclosdes.
Sugere-se que nanobolhas possam ser um fator importante no clearance, embora ndo
haja evidéncias de efeito quelante. As diluicdes isoterapicas estudadas ndo mostraram
efeitos especificos, 0 que é corroborado pela auséncia de efeitos sobre os corantes
solvatocrémicos, considerados como marcadores de atividade biol6gica desses

produtos.

Palavras-chave: eco-toxicologia, chumbo, microcrustaceo, homeopatia



ABSTRACT

Introduction: This experimental model was established based on the following
premises: 1- Chemical pollution is one of the main causes of poisoning in the world, 2-
The easiy-handling of Artemia salina combined with the fact that it is a good toxicological
biomarker, 3- isotherapy can be an alternative resource in the treatment of intoxications.
Objective: To verify the possible protection of Artemia salina to lead chloride by the
introduction of isotherapic preparations into water. Methodology: Artemia salina cysts
were exposed to sea water containing 0.04% (CL 10 or 10% lethal concentration,
previously determined from the viability calculation of samples intoxicated with different
concentrations of PbCl) of lead chloride in 96-well culture plates. Thirty-six plates were
used, the experimental repetitions were performed over a month, to observe the possible
effects of the treatments (PbCl, 6¢cH, 30cH and 200cH). Variations among the different
phases of the moon were also observed, to control biases from this important
environmental variation. The cysts hatched were recorded using a digital microscope
(1000x magnification) to identify the hatch percentage, the viability of the born nauplii
and their general activity. Physico-chemical analyzes of the water were performed by
SEM-EDS of suspended solid micro-sediments and by the evaluation of dipole behavior
of water using solvatochromic dyes as probes. Results and discussion: Intoxication
increased the rate of cysts hatching, but there was significant reduction (p = 0.00003)
among cysts treated with water or succussed preparations, compared with those treated
only with water not subjected to agitation (control). This effect was especially evident on
the full moon. Intoxicated nauplii showed increase in general activity (p<0.001). There
was no lead in the sediments, suggesting the absence of a chelating effect. No significant
difference between groups was observed in relation to solvatochromic dyes interaction.
Conclusion: Intoxication of cysts induces increase in the hatching rate and in the
general activity of nauplii. The reduction of hatching rate after the treatments was
considered as a protective effect attributed to the agitation of the water per se. This effect
was more evident at the full moon when there is a peak of hatches. It is suggested that
nanobubbles may be an important factor to the clearance, although there is no evidence
of chelating effect. The studied isotherapic dilutions did not show specific effects, which
is corroborated by the absence of effects on solvatochromic dyes, considered as markers

of biological activity of these products.

Keywords: eco-toxicology, lead, microcrustacean, homeopathy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sobre homeopatia e seus conceitos

O conceito da homeopatia baseia-se no uso de doses extremamente
fracionadas e diluidas, submetidas a agitacéo ritmada, as quais sao capazes de
manter a informacdo da substancia de origem de alguma forma registrada no
solvente, para permitir que seus efeitos terapéuticos sejam preservados.
Proposta por Christian Friederich Samuel Hahnemann no final do século XVIII, a
pratica homeopéatica € amplamente adotada em todo o mundo, a despeito das
polémicas que surgem na comunidade cientifica. Contudo, dados recentes de
pesquisa basica tem permitindo desvendar alguns aspectos relacionados ao seu
mecanismo de agao (1).

A homeopatia é reconhecida como especialidade médica desde 1980 pelo
Conselho Federal de Medicina sendo disponibilizada em alguns ambulatérios e
postos de saude da rede publica desde 1985; entretanto ela esta inserida apenas
como disciplina optativa em algumas faculdades de medicina do Brasil e muitos
profissionais da salude ainda apresentam resisténcia a tal préatica (2). Por conta
disto e de outros fatores, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) vem
incentivado projetos que visam incrementar essa ciéncia, sobre sua eficacia e
mecanismos de acao, a fim de incluir esse tratamento aos sistemas publicos de
saude mundiais de forma coadjuvante aos tratamentos classicos. No Brasil, o
Ministério da Saude tem um projeto chamado de “Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude” com o intuito de

incentivar e apoiar projetos de medicina alternativa e pesquisa na area (2).

A fenomenologia da atividade bioldégica observada na aplicacdo de
medicamentos homeopaticos, na clinica ou no laboratorio, mostra certa
facilitacdo do organismo estimulado em reestabelecer a homeostase (3). Na
homeopatia, os medicamentos preparados de acordo com os métodos descritos
por Hahnemann (onde a substancia original sofre agitacéo ritmica e diversas
diluicbes) podem ser testados tanto em pacientes humanos e animais
domésticos como em sistemas biolégicos que nao séo influenciados

psicologicamente, como plantas, invertebrados, cultura de células e outros (4).
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Devido a ultra diluicdo usada nas prepara¢gfes homeopéticas, em algumas
poténcias apenas o solvente (a agua ou alcool) tem papel de transmitir a
informacéo presente naquela preparacdo. Uma vez que ja ndo ha mais soluto
presente naquele ambiente, os mecanismos envolvidos nesse fen6meno néo
sao totalmente elucidados, mas sabe-se que isso acontece de fato, gracas a

estudos realizados “em cego” em animais e vegetais. (5, 6).

E importante entender que o termo homeopatia e isoterapia traduzem
tratamentos diferentes. Na homeopatia, o tratamento se d& pelo sintoma
semelhante, ja na isoterapia o tratamento se da pela mesma causa,
independente da sua natureza organica ou inorganica. A homeopatia baseia-se
no principio de semelhanca entre todos os sintomas dos doentes e 0s sintomas
detectados nas experimentacdes patogenéticas de individuos sadios. Por outro
lado, a isoterapia tem como principio a igualdade, utilizando o préprio agente
etiologico para promover a cura ou reducdo de danos ao individuo (7).
Preparacdes isoterapicas também sédo usadas em situagcbes de intoxicacdo de
seres vivos, inclusive com metais pesados. A partir do conceito de tratar o
individuo através da mesma causa da doenca, surgiu-se o termo nosadio, criado
por C. Hering, utilizado para designar medicamentos produzidos a partir de

produtos patolégicos vegetais e animais (7, 8).

A homeopatia foi desenvolvida tendo como base o principio de similitude,
onde qualquer substancia capaz de provocar certos sintomas em um individuo
sadio e sensivel, em doses adequadas, € capaz de curar um enfermo que
apresente quadro clinico semelhante. Para isto utiliza-se diluicfes infinitesimais
e potencializadas por fortes agitagcbes, que obedece a uma progressao
geométrica que promove a diminuicdo de sua concentracdo quimica e o
surgimento de mudancas na organizagcao dinamica do liquido, evidenciadas por
mudancas nas propriedades fisico-quimicas do solvente, que estimulam a

reacdo do organismo do individuo tratado em direc&o a cura (9).

Na preparacdo do medicamento homeopatico se utiliza o insumo ativo,
que é a droga, farmaco ou forma farmacéutica utilizada para a preparagéo do
medicamento, e o0 insumo inerte, que é a agua purificada ou etanol e serve como
substancia complementar na preparacdo desses medicamentos e tem como

funcao diluir o medicamento, solubilizar os insumos ativos, servir de veiculo da
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informag&o medicamentosa e facilitar a administracdo do medicamento. A partir
disto, adiciona-se uma parte do insumo ativo e 99 partes do insumo inerte, que
€ posteriormente sucussionada e traduz a primeira dinamizacdo centesimal
hahnemanniana (1cH). Para se obter a segunda dinamizagdo centesimal
hahnemanniana (2cH) utiliza-se uma parte da 1cH mais 99 partes do insumo
inerte e posterior sucussdo. As demais poténcias sao realizadas da mesma

maneira e progressivamente, assim como mostra a figura 1 (9 - 12).

Imumo ativo

Figura 1. Preparo do medicamento homeopéatico. Fonte: Fontes, 2013 (9).

Na isoterapia, o0 preparo do medicamento segue as mesmas
recomendacdes e 0 que muda € o insumo ativo, cujo a origem pode ser
endodgeno ou exdgena e podem ser autoisoterapicos, onde o insumo ativo €
oriundo do préprio paciente (enddgeno) e sé é destinado a ele, ou
heteroisoterapicos, cujo insumo ativo é externo do paciente (enxdégeno) e que o

sensibiliza (12).

Existem diversos estudos sobre os efeitos dos isoterapicos sobre os
sistemas bioldgicos e os resultados séo diversos. Um estudo feito por Almeida
et al. (2006) sobre o efeito do Plumbum metallicum 30cH na reparacéo 6ssea em
mandibulas de ratos demonstrou que tal medicamento favoreceu a reparagao de
defeitos 6sseos dos animais testados (13). Em contrapartida, Padilha et al.
(2011) ao tratarem com Plumbum metallicum 15cH trabalhadores expostos ao
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chumbo, ndo observaram reducéo significativa do chumbo sérico nos mesmos
(14). Um estudo feito por Bagot (2015) ao longo de 15 anos, onde foi
administrado a diversos pacientes submetidos a quimioterapia, terapia hormonal
e outras terapias direcionadas ao tratamento de cancer, uma dose diéria de uma
diluicdo da quimioterapia utilizada. Visto que essas terapias por si s6 diminuem
a qualidade de vida dos pacientes, foi observado que tais heteroisoterapicos
reduziram os efeitos colaterais da terapia em que o paciente estava submetido,

0 que aumentou a qualidade de vida dos pacientes (15).

Além do papel da homeopatia na saude humana e animal, muito tem se
discutido sobre o papel ecologica da homeopatia. Além de agir como eliminador
parcial de agentes do meio ambiente, uma grande contribuicdo da homeopatia €
a de devolver ao solo excrementos sem residuos que propiciem o
desenvolvimento natural de insetos e microrganismos, que Sao responsaveis
pela transformacéo e incorporacdo da matéria organica no solo, o que deixa o
solo mais saudavel que, por sua vez, produz plantas igualmente saudaveis (16).
Além disto, existe a possibilidade de a homeopatia agir como purificador de agua
através da acdo das nanobolhas produzidas no processo de sucussdo e que
possuem a capacidade de adsorver substancias presentes no meio aquatico
(17).

Um método desenvolvido recentemente para verificar padrdes de
polaridade do solvente em poténcias homeopaticas em medicamentos diversos
€ 0 método Cartwright. Neste método, corantes solvatocrémicos sdo usados
como sondas moleculares de carater dipolar (as moléculas desses corantes tém
marcada polarizacdo positiva e negativa), capazes de interagir com o solventes
dipolares por atracdo de cargas (+) e (-) e mudar de cor na medida em que a
polaridade do solvente também muda, quando em contato com poténcias
homeopaticas. Utiliza-se espectroscopia de luz visivel para acompanhar
mudancas na absorbéncia dos corantes na presenca das poténcias
homeopaticas. Postula-se que as poténcias influenciam a quimica
supramolecular dos corantes solvatocréomicos, melhorando a agregacao ou

desagregacao do corante (18).
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1.2. Sobre a Artemia salina

A Artemia salina, também conhecida como camardo-de-salmoura, € um
micro crustaceo, presente em todos o0s oceanos, braquiopoda e do filo
Arthropoda (19).

Devido a sua capacidade de adaptacdo ambiental, resisténcia a fatores
de estresse, alta fecundidade, ciclo de vida curto, propor¢gdes diminutas, pelo
fato de serem de facil aquisicdo e apresentarem grande homogeneidade entre
cistos, a Artemia salina é utilizada em diversos estudos eco toxicolégicos, como
estudos de bioacumulacéo e liberacdo de metais pesados em ecossistemas, tais
como prata, zinco, cobre e cadmio. Essa espécie é altamente resistente ao
cadmio e ao cobre, sendo particularmente um grande acumulador desses
elementos (20 - 23).

As fases de desenvolvimento desse artrépode primitivo compreendem:
cisto, guarda-chuva, nauplio, juvenil e adulta. Na fase de cisto que, pode durar
até 25 anos, as principais caracteristicas estruturais se diferem em pré e pés
hidratac&o; na pré-hidratacéo os cistos apresentam-se como céncavos e na pos-
hidratacdo os cistos estédo esféricos. A fase guarda-chuva consiste no primeiro
estagio pds eclosdo, em que o0 embrido presente no cisto rompe as membranas
do mesmo e comecga a nadar no meio externo. Essa fase dura de 1 a 8 horas e
o0 animal apresenta pouca atividade muscular. A fase naupliar da Artemia salina
pode ser dividida em 5 estagios instar (I — V) e pode durar até 48 horas, € nessa
fase em que o animal encontra-se em estagio de larva, se alimenta de nutrientes
vindos das reservas embrionarias e, posteriormente, por filtracdo da agua. A fase
naupliar existe até o animal atingir a fase juvenil e, posteriormente, a fase adulta

gue pode durar de 8 a 15 dias (24).

O ciclo de uma Artemia salina dura aproximadamente 21 dias e durante
esse periodo o animal apresenta diferentes tamanhos. Os cistos tém tamanho
aproximado de 0,1 mm de largura e 0,45 mm de comprimento, o nauplio
apresenta diametro médio de 0,2 a 0,3 mm, na fase juvenil a Artemia salina tem
de 5 a 6 mm e na fase adulta podem atingir até 16 mm. A figura 2 mostra as

diferencas anatdmica entre as diferentes fases da Artemia salina (25, 26).



19

Figura 2. Diferentes estagios da Artemia salina, desde a fase de cisto até a fase
adulta. (A) cisto hidratado, (B) cisto em ruptura, (C) estagio guarda-chuva, (D, E, F) fase
naupliar, (G) fase juvenil, (H) fase adulta. Fonte: adaptado de Harzsch et al., 2002 (26).

As principais diferencas entre o macho e a fémea da espécie Artemia
salina é a presenca do ovissaco (Utero externo) na area abdominal das fémeas
e um par de pénis nos machos (27), assim como ilustra a figura 3. Durante a
reproducdo da Artemia salina, que pode ser tanto sexual quanto assexuada, ha
producdo de cerca de 300 cistos ou nauplios em pelo menos 4 dias. A
reproducao ocorre quando o macho se aproxima da fémea e com suas antenas
transformadas agarra a mesma, pareando seu pénis no oviduto da fémea, assim

como mostra a figura 4 (27, 28).
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Figura 3. Imagem ilustrativa dos 6rgaos sexuais da Artemia salina. Em (A) ovisaco
de fémea da espécie Artemia salina e (B) pénis e abdémen de exemplar macho. Fonte:

laboratoério de organismos aquaticos — UNIP.

(A) (B)

(C)

Figura 4. Acasalamento da espécie Artemia salina. (A) macho (abaixo) e fémea
(acima) se acasalando. (B) detalhe do ovissacro da fémea e da antena do macho presa
em toda a estrutura. (C) nauplios dentro do ovissacro pronto para serem liberados.

Fonte: Schazter, 2020 (29).
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Os cistos de Artemia salina podem ser armazenados em ambientes secos
e/ou anaerdbicos por no minimo seis meses, sem necessitar de manutencao
constante e sem perder a viabilidade. Uma vez hidratado, o embrido que esta
dentro do cisto € ativado e rompe as membranas, estdgio chamado de “guarda-
chuva”, nascendo assim um nauplio livre. E normalmente neste estado que 0s
estudos de toxicidade sao realizados (30). Uma das caracteristicas mais
importantes dos cistos de Artemia salina é a capacidade deles de entrar em
diapausa. Esse é o0 estado em que 0s 0 metabolismo dos cistos permanece
suprimido e h4 uma maior tolerancia a qualquer fator estressante do meio

externo (31).

Os cistos de Artemia salina sdo formados por uma concha rigida,
semipermeavel, com morfologia adaptada para resisténcia a radiacdo UV que
confere ao embrido uma primeira linha de defesa. Essa concha é constituida pelo
dissacarideo trealose, que € um dissacarideo nao redutor constituido de duas
unidades de glicose. Além deste, também h& a presenca de proteinas que
permitem que o cisto sobreviva por um longo periodo de dessecacao. As
chaperonas moleculares tém a funcéo de auxiliar as proteinas recém formadas
a assumirem uma configuracdo apropriada ao desempenho de suas tarefas e
evitar a desnaturacgéo irreversivel das mesmas durante o estresse (32, 33, 34).
Essas estruturas presentes nos cistos trabalham em conjunto e conferem
resisténcia ao mesmo frente a diversos estimulos agressores como
temperaturas extremas, radiacdo, dessecacao, anoxia, oxidacao e outros. Esse
grau de tolerancia encontrado nesta espécie € raramente visto em qualquer
estagio da historia de vida de qualquer outro animal. Entende-se que a Artemia
salina, ao permanecer em estagio de cisto, esta se protegendo de qualquer
agente agressor do meio externo, até encontrar condigbes propicias para uma

possivel ecloséo, assim como ilustrado na figura 5 (34).
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Figura 5. Composicéo dos cistos de Artemia salina. (A) estruturas presentes na

(8)
=  Tipos de
estresse

—_

concha dos cistos, como a trealose, as proteinas abundantes na embriogénese tardia
(LEA) e as chaperonas moleculares. E de (B) possiveis estresses que esse cisto pode
sofrer, como calor, frio, radiacdo UV, oxidag&o, anoxia e dessecacgédo. Fonte: adaptado
de MacRae, 2015 (34).

1.3. Sobre as fases da lua
A influéncia das fases da lua sobre os animais, vegetais e grandes massas
de 4gua tem sido um assunto discutido ha muito tempo, desde sua influéncia na
fisiologia animal e vegetal quanto sua participa¢ao no ciclo das marés e na vida
de animais aquaticos em geral. Classicos autores como Aristoteles e Lucilio ja
falavam sobre uma possivel relacdo entre o ritmo lunar e o tamanho de alguns

animais marinhos (35, 36).

Dentre alguns efeitos do ciclo lunar sobre processos bioldgicos podemos
citar a reproducdo em dezenas de espécies, fotossenbilidade, migracéao,
emergéncia, tempo de ecloséo e outros. Corbet (1958) realizou um estudo sobre
algumas espécies de insetos aquaticos presentes no lago Victoria, um dos
grandes lagos africanos, e observou que em espécies como Povilla adusta a

eclosdo é intimamente sincronizada e ocorre logo apos a lua cheia, enquanto em
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insetos da familia Chironomidae, a eclosao ocorre logo apos a lua nova. (36 -
38). O ciclo lunar pode influenciar sobre a sobrevivéncia, alimentacéo e rotina de
diversos animais. Barletta-Bergan (2002) observou que, em alguns riachos de
mangue no norte do Brasil, o nivel de 4gua aumenta durante a maré alta e
diminui durante a maré baixa, mas sempre deixando o local parcialmente
inundado, independente da fase da lua. Por conta disto, esses mangues
funcionam como bercario durante todo o ciclo lunar, fornecendo comida e
protecdo para diferentes assembleias de peixes larvais. Outras variaveis
ambientais n&o influenciam significativamente sobre larvas e zooplanctons, mas
a composicdo plancténica esta correlacionada positivamente com as fases da

lua e suas amplitudes sobre as marés (39 - 41).

Ao longo do ciclo lunar, a lua apresenta quatro principais fases: nova,
crescente, cheia e minguante, e nessas fases ha variacées de intensidade de luz
do sol refletida para a superficie terrestre devido ao movimento de translacéo
circular (figura 6) (42, 43).

SR ot | 1 s
Quarto Crescente ™~

_Rotagdo da .-

Ierra.eg.\ - t
.. 5
(A °
|

Lua Ll

Figura 6. Lua em movimento de translag&o circular em volta da Terra. Movimento
de rotacdo (A) da Terra sob influéncia da luz proveniente do Sol (B) enquanto a Lua faz
seu movimento de rotacdo sob seu proprio eixo e o movimento de translacdo sob a
Terra. Fonte: Adaptado de Silveira, 2001 (43).
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Esse movimento de translacdo e rotacdo confere para cada fase lunar
uma posicado relativa Sol-Lua-Terra, que esta associada a uma posi¢cao

especifica da Lua em sua Orbita, assim como mostra a figura 7 (43, 44).

Sol

Sol

Lua (C) Quarto Crescente ou Minguante

9 ....... A

-4 ggo

Sol

Terra
Figura 7. Posicdo relativa Sol-Lua-Terra, para cada fase da lua. Sendo elas (A) lua
nova, (B) lua cheia e (C) lua crescente ou minguante. Fonte: Adaptado de Silveira, 2001
(44).

Silveira (2003) apresenta 0s principais mecanismos responsaveis pelas
marés e a deducdo matematica que explica o fendbmeno como uma relacao
conjunta das forcas gravitacionais do Sol, da Lua e da Terra. Desta forma, as
marés dependem dessas posicbfes e que cada fase lunar influencia na
observacdo de marés mais fortes e mais fracas, e por consequéncia, na vida dos

animais marinhos (45, 46).
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1.4. Sobre os metais pesados
A poluicdo por metais pesados € uma grande preocupacdo ambiental,
principalmente em paises industrializados. Por conta disso, metais pesados tais

como chumbo, mercurio e arsénico sado alvos de diversos estudos (47 - 50).

O chumbo é um elemento quimico de simbolo Pb (do latim plumbum)
pertencente ao grupo 14 da classificacdo periédica dos elementos quimicos, em
temperatura ambiente encontra-se em estado sélido, massa igual a 207,2 u.m.a.
(unidade de massa atémica) e numero atdmico 82, que confere a este metal o
namero atdémico mais elevado de todos os elementos estaveis. E um metal
pesado, toxico maleavel e pobre condutor elétrico. Sua utilizacdo mais comum &
em construcdo civil, baterias de acido, ligas metalicas, cabos elétricos, municdes,
soldas, fusiveis, materiais de tipografia e outros (50, 51). Por ser um metal muito
difundido na natureza e facil de ser extraido, o chumbo é utilizado pela
humanidade ha 7.000 anos e continua sendo até atualmente. Por conta da sua
contaminagao, a reciclagem e uso consciente deste elemento devem ser feitos

criteriosamente (52).

O chumbo é um dos metais pesados mais comuns no meio ambiente,
principalmente por conta de sua distribui¢cdo industrial e presenca em minérios.
Os individuos, ao serem expostos ao chumbo, tém como principal rota de
exposicdo a via respiratéria e gastrointestinal e sua toxicidade afeta
principalmente o sistema nervoso e hematopoiético, podendo causar diversos
efeitos até mesmo cancer (52, 53). Esse metal ndo sofre biotransformacéo, logo,
€ complexado por macromoléculas e diretamente absorvido, distribuido e

parcialmente excretado, provocando intoxicacao cronica (54).

O chumbo, ao intoxicar o individuo por via respiratoria e/ou
gastrointestinal, atinge a corrente sanguinea e se associa aos eritrocitos, essa
associacdo permite um equilibrio entre esse chumbo e o chumbo plasmatico.
Depois de atingir os tecidos duros como 0ssos e dentes, o chumbo permanece
armazenado por muito tempo e ndo somente tecidos duros possuem essa
capacidade de armazenamento, tecidos moles como rim, figado, pulméo e
cérebro também podem armazena-lo por décadas. No sistema nervoso central
a intoxicacdo por chumbo se da apds danos na barreira hematoencefalica, o que

pode prejudicar seu desenvolvimento. A excrecao do chumbo acontece por meio
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das fezes e da urina. Na figura 8, pode-se observar como ocorre esse processo
(55).

There is a balance between erythrocyte o
lead and plasma lead levels o :»U“m
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normal function and development can last for decades

Figura 8. A toxicocinética da intoxicacdo por chumbo. Fonte: Souza, 2018 (55).

O chumbo raramente é encontrado na sua forma pura. A tabela 1
apresenta uma relacdo entre biodisponibilidade e a forma de ocorréncia do
chumbo, que se refere aos minerais que ele se encontra, o tamanho da particula,
se é livre ou encapsulado, oriundo de minerais ou materiais provenientes da
metalurgia (56).
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Ocoméncia Farmula quimica log K Bindisponibilidade
Minerais

Anglesita I’hfgf..'l‘_l N Média
Cerussita PR, 12.8 Alia
Galena Fbs -27.5 Baixa
Fluorpiromaorfita Ph (PO4).F -71.6 Baixa
Hidroxipiromorfita Fh (P01, 0H -T6.8 Baixa
Cloropiromorita Ph, (PG, Cl -%4.4 Baixa
Hinsdalita PbALIPO WOH), S0, =99, ] Baixa
Flumbhogumita Fhal (PO ) (OH)H O -99.3 Baixa
Corkita PhFe (PO S0 HOH], -112.6 Baixa
Tamanho de particula

Grande Baixa
Pequena Alta

Encapsulamento

Quartzo Baixa
Material amorfo (escona) Média
Oxidos de Fe-Fb Média

Fhd Alta

Tabela 1. Tipo de ocorréncia do Pb, formula quimica e produtos de solubilidade
dos minerais e a biodisponibilidade. Fonte: Bosso, 2008 (56).

O chumbo esté disponivel em forma organica e inorganica seu nivel de
absorcdo depende de sua forma fisico-quimica e as condi¢cdes do individuo
exposto. O chumbo inorganico nao é metabolizado, mas distribuido e depositado
em tecidos moles e duros, para depois serem excretados diretamente. Enquanto
o chumbo organico, antigamente utilizado como aditivo para gasolina, é
facilmente absorvido pela pele e pelo trato respiratério. O chumbo, ao ser
inalado, € quase completamente absorvido, enquanto o chumbo ingerido s6 é
absorvido em uma proporcéo de 10 a 15%. O nivel de absorcdo deste metal €

maior em mulheres gravidas e criangas (57).

A toxicidade de chumbo pode gerar uma série de sintomas e sinais
clinicos e bioquimicos. Efeitos neuronais em criangas sao 0s mais comuns, COmo
encefalopatias e deficiéncia cognitiva. Em adultos, efeitos hematoldgicos e
renais, anemia e deficiéncia nutricional sdo os mais comuns. Entretanto, podem
ocorrer também sintomas gastrointestinais e do sistema reprodutor, assim como

outros mais graves como o cancer (58).

Sabe-se que o chumbo pode desencadear rea¢des em diversos 6rgaos e

moléculas do organismo de um ser vivo. O principal fator que unifica todas as
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manifestacbes nocivas provenientes dessa exposicdo € o estresse oxidativo,
uma ilustracéo generalizada de tais efeitos é apresentada na figura 9 (59). Ao se
observar a tabela 1, o 6xido de chumbo apresenta alta biodisponibilidade,

corroborando essa observagao.
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Figura 9. Estresse oxidativo proveniente da exposicdo ao chumbo e sua

manifestacdo em varios 6rgdos e moléculas. Fonte: Mitra, 2017 (59).

Em paises como Franga, Australia e Estados Unidos da América, a
exposicdo ao chumbo é residual pois hd algumas décadas era comum a
utilizacao de chumbo na gasolina, em joias, brinquedos, medicamentos e alguns
alimentos. Ja em paises como China, india, Nigéria e México, a exposi¢do da
populacao se da principalmente pela falta de regulamentacao e medidas para a

prevencao de exposi¢cao desnecessaria e prejudicial do chumbo (60, 61).

Em ambientes aquaticos, o chumbo pode ser introduzido por processos

naturais como por intemperismo (processo natural de decomposicdo e
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desintegracédo de rochas e solos), por processos sedimentares, por erupcdes
vulcanicas e por atividade humana, como mineracao, processamento ou uso dos
metais e/ou substancias que utilizam o metal contaminante, lixiviacdo de rejeitos

estocados e rompimento de barragens (62, 63, 64).

Estima-se em cerca de 0,02 pg/L a concentracdo natural de chumbo em
adguas superficiais. Entretanto, essa quantidade pode ser maior devido as
descargas de efluentes industriais contendo o metal. Como mostrado na figura
10, o chumbo pode interagir com outros solutos, formando complexos e
permanecendo na forma dissolvida, ou se agregar a particulas organicas e
inorganicas por meio da adsorcao (processo de adesdo de moléculas a uma
superficie sélida) ou da assimilacdo, sob forma de material particulado, que pode
depositar-se no fundo do corpo d’agua. Além disto, o chumbo pode retornar de
forma dissolvida através da dessorcdo ou resolubilizacdo. Esses processos

permitem que diversos animais de diversas cadeias tréficas se contaminem (65).
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Figura 10. Processo de contaminagdo do chumbo em ambientes aquaticos. Fonte:
Paiva, 2005 (65).
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2. OBJETIVOS

a) Verificar protecdo e resisténcia da Artemia salina exposta ao cloreto de
chumbo (CL 10) apoés tratamento da agua com diferentes poténcias de
isoterapico de cloreto de chumbo, quanto a eclosdo dos cistos e a
atividade geral (mobilidade) de nduplios;

b) Verificar possiveis interferéncias das fases lunares nesses parametros e
nos tratamentos;

c) Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos isoterapicos e da agua por
meio da interacdo com corantes solvatocrémicos (método Cartwight) e
identificacdo de chumbo particulado e outros elementos por meio de MEV-
EDS, para proposi¢éo de mecanismos.
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3. JUSTIFICATIVAS

A proposta de se construir um modelo experimental com Artemia salina

para estudo de um papel protetor de isoterapicos na intoxicacao por cloreto de

chumbo se deu a partir de alguns fatores-chave:

a)
b)

d)

9)

h)

Potencial toxico do chumbo no meio ambiente e em animais;

O uso de isoterapicos € pratica comum na medicina homeopatica para
tratamento de intoxicacdes cronicas, mas pouco se sabe sobre o papel
ecolégico de tais preparacoes;

A Artemia salina estd na base da cadeia tréfica marinha, logo,
compreender as respostas que essa espécie apresenta frente ao
tratamento proposto representa grande impacto para as camadas
seguintes da cadeia alimentar;

Sendo um animal de extraordinaria capacidade de adaptacado, entende-
se que seja um bom indicador de efeitos de preparac¢des ultra diluidas, as
quais modificam processos adaptativos em sistemas vivos, conforme
literatura (1, 4, 6);

Facilidade de manutencdo desses animais em biotério;

Sendo micro crustaceos com sistema nervoso central muito primitivo,
constituido de ganglios interconectados e axoénios formando feixes
periféricos, o nivel de senescéncia desses animais é considerado
baixissimo, sendo seu uso um modelo experimental alternativo que
dispensa andlise por comité de ética;

A escolha de se utilizar a CL 10 como concentragao de desafio se deu
pela intencdo de mimetizar situacbes correntes de contaminagao
ambiental e intoxicacdo cronica de plantas, animais e homem, os quais
estdo em continuo processo de exposicao a tais residuos em quantidades
diminutas;

Dentre os fatores ambientais que poderiam interferir nas analises,
gerando resultados falso-positivos, escolheu-se monitorar as fases da lua,
por representarem um fator interferente significativo no desenvolvimento

de organismos marinhos, conforme literatura (38-42).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Preparacao das matrizes dos isoterapicos

As matrizes dos isoterdpicos de cloreto de chumbo foram preparadas a
partir da solugdo-mae de cloreto de chumbo 1M (SIGMA-MERCK, Saint Louis,
USA, CAS number 7758-95-4) no laboratorio da farméacia de manipulacdo
homeopatica HN Cristiano, em Sdo Paulo, credenciada pela ANVISA para este
fim. Todos as preparacdes homeopaticas foram feitas segundo a técnica prevista
na Farmacopeia Homeopatica Brasileira, 32 edicdo (2011) e segundo as normas
de seguranca previstas pela instrucdo normativa n°1l1 do Ministério da
Agricultura (2014).

As matrizes foram preparadas nas poténcias 5 cH, 29 cH e 199 cH e
corresponderam a diluicdo centesimal (ou poténcia homeopatica) anterior aquela

utilizada no experimento. Todas foram preparadas em alcool de cereal 70%.

4.2. Preparo dos medicamentos

As poténcias escolhidas para o experimento foram as 6¢H, 30cH e 200cH,
por conta disto, foi necessaria a preparacao posterior, a partir das matrizes, no
préprio laboratério de pesquisa, a fim de padronizar o tempo entre o preparo dos
isoterapicos e sua aplicacdo na agua de cultura das artemias, bem como para
reduzir a concentracao final de alcool a ser introduzida nas mesmas. Sendo a
altima diluicdo centesimal, a concentracdo de alcool atingida seria de 0,7%.
Considerando o fator de diluicdo na dgua do mar como 1:10, a concentragéo final

de alcool nas amostras foi de 0,07%.

Assim, as diluicbes (ou “poténcias”) de trabalho 6¢H, 30cH e 200cH foram
preparadas na véspera do experimento, em agua estéril (obtida em sistema de
purificagdo Direct-Q3, com SmartPark Direct Q3) e filtros Biopak (MERCK —
MILLIORE, Darmstadt, Alemanha) e em cabine de fluxo laminar. Para cada 9,9
ml de agua estéril foi colocado 100 ul da matriz homeopatica, em frasco ambar.

Esse processo foi repetido para as trés matrizes descritas acima e para o alcool
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utilizado como veiculo pela prépria farmacia, sendo denominado Ethilicum 1cH.
Os frascos foram submetidos ao processo de sucussdo automatica (agitacéo

vertical ritmada) em braco mecanico Denise® (AUTIC, Sao Paulo, Brasil).

Os controles utilizados no experimento foram o Ethilicum 1cH (cujo
insumo ativo foi 0 mesmo etanol utilizado para preparar os outros medicamentos)
e agua purificada estéril, ambos submetidos aos mesmos procedimentos de
diluicdo e sucussao empregado para os outros trés medicamentos (6¢H, 30cH,
200cH). Além destes dois controles, um controle adicional foi incluido, a 4gua
purificada estéril ndo sucussionada. Tais controles permitiram distinguir
possiveis efeitos especificos dos isoterapicos de efeitos inespecificos do alcool
0,07%, da variacao de osmolaridade da agua do mar pela simples insercédo dos
tratamentos e de micro ou nanobolhas resultantes da sucusséo. A linha-base foi

estabelecida pela cultura de Artemia salina ndo desafiada e nao tratada.
Ao final do preparo, os seguintes tratamentos foram obtidos:

e PbCl2 6¢cH

e PbCI2 30cH

e PbCIl2 200cH

e Ethilicum 1cH

e H20 sucussionada (agua purificada estéril sucussionada)

e Agua nfo sucussionada (agua purificada estéril ndo sucussionada)

e Nao desafiado (linha-base)

4.3. Codificacao dos frascos

Os fracos contendo PbCl2 6¢H, PbCl2 30cH, PbCl2 200cH, Ethilicum 1cH,
foram nomeados por codigos de maneira aleatoria, de A a D, por um funcionario
do laboratorio ndo envolvido no experimento, antes do inicio do estudo. Os po¢os
contendo cistos de Artemia salina desafiados e tratados com agua purificada
estéril, os pocos contendo cistos de Artemia salina ndo desafiados e nao tratados
e 0S pocgos contendo cistos Artemia salina desafiados e tratados com &gua
dinamizada n&o foram cegados, compondo o grupo aberto, assim como mostra

a figura 11.
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Figura 11. Desenho experimental padronizado de todas as placas de 96 poc¢os
utilizadas no experimento: em “tratamentos” foi colocado cada um dos tratamentos
utilizados no experimento (PbCl2 6¢H, PbCl2 30cH, PbCl2 200cH, Ethilicum 1cH, fileiras
de A a D), em “controles” estavam os pogos desafiados e tratados com agua purificada
estéril (grupo desafiado, fileira E) e os pogos ndo desafiados e ndo tratados (grupo
branco, fileira F), em “pocos de isolamento” nao foi inserido nada, esses pocos serviram
apenas para isolar as amostras dos poc¢os H das demais amostras (fileira G), e em “H20
dinamizada” estavam os pocos desafiados e tratados com agua dinamizada (fileira H).

Fonte: Prépria autora, 2020.
Desta forma, cada placa recebeu a seguinte composicao:

e Pocos da fileira A: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados
com o medicamento A, anteriormente cegado;

e Pocos da fileira B: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados
com o medicamento B, anteriormente cegado;

e Pocos da fileira C: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados
com o medicamento C, anteriormente cegado;

e Pocos da fileira D: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados
com o medicamento D, anteriormente cegado;

e Pocos da fileira E: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados
com agua purificada estéril, grupo desafiado;

e Pocos da fileira F: ndo desafiados e nao tratados, grupo branco;

e Pocos da fileira H: desafiados com CL 10 de cloreto de chumbo e tratados

com agua dinamizado.
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E importante mencionar que em cada placa os pocos da fileira G foram
utilizados para isolar os pocos tratados com agua dinamizada de qualquer outro

poco, a fim de minimizar possiveis interferéncias.

As etiquetas originais e 0s respectivos codigos foram mantidos em
envelope lacrado e sem acesso durante todo o experimento. Este so foi revelado

apos o término das observagfes, portanto, esse foi um estudo em cego.

4.4. Eclosao de cistos de Artemia salina em funcao das fases da
lua

O estudo foi conduzido ao longo de 4 semanas, sendo cada semana
correspondente a uma fase da lua, os experimentos referentes a lua cheia foram
realizados do dia 26/11/2018 ao dia 30/11/2018, os experimentos referentes a
lua nova foram realizados do dia 10/12/2018 ao dia 14/12/2018, os experimentos
referentes a lua crescente foram realizados do dia 17/12/2018 ao dia 21/12/2018
e 0s experimentos referentes a lua cheia foram realizados do dia 25/02/2019 ao
dia 01/03/2019. Trés repeticdes experimentais, em triplicata foram realizadas em
cada semana. Cada placa de 96 pocos correspondeu a uma unidade
experimental, ou seja, 9 unidades experimentais por fase da lua onde em cada

poco havia de 5 a 8 cistos submetidos a ecloséo.

4.4.1. Delineamento experimental e aspectos éticos

O presente estudo n&o utilizou animais vertebrados. Conforme a
legislagdo nacional (CONCEA) e internacional (EU Directive 2010/63/EU for
animal experiments), a analise do projeto pelo comité de ética nesse caso foi

dispensavel.

Para cada placa de 96 pogos foram testados 7 tratamentos com 12

repeticdes equivalentes a 12 pogos. Os tratamentos foram:

e Cistos desafiados com PbCl2 em concentracao letal 10% e tratados com
isoterapico de cloreto de chumbo 6¢H,;

e Cistos desafiados com PbCl2 em concentracao letal 10% e tratados com
isoterapico de cloreto de chumbo 30cH;
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e Cistos desafiados com PbCl2 em concentracéo letal 10% e tratados com
isoterapico de cloreto de chumbo 200cH;

o Cistos desafiados com PbCl2 em concentracéo letal 10% e tratados com
Ethilicum 1cH;

o Cistos desafiados com PbCl2 em concentracéo letal 10% e tratados com
agua purificada estéril;

e Cistos desafiados com PbCl2 em concentracéo letal 10% e tratados com
agua purificada estéril sucussionada;

e Cistos ndo desafiados com PbCl2 em concentragédo letal 10% e né&o
tratados.

Foi determinado que em cada poc¢o haveria 100 ul de dgua marinha
artificial com alimento e cistos de Artemia salina, 10 ul do tratamento respectivo
tratamento (ou o equivalente de 4gua do mar, para o grupo nao desafiado) e 90
pl de uma solugéo aquosa de PbCl2 capaz de produzir, no pogo, concentragdo
equivalente a CL 10 (estabelecida anteriormente em estudo piloto), ou seja:
0,04% (ver item 4.4.4). Assim, o volume final de cada pogo foi de 200 pl.

As placas foram colocadas em uma gaiola de Faraday (produzida com
uma caixa de papeldo revestida internamente com papel aluminio) por até 48
horas, sendo retiradas apenas para a andlise de eclosdo e mobilidade. Cada
poco foi avaliado em dois periodos, 24 horas e 48 horas, com uma lupa digital
(microscopio digital com zoom de 1000x R Camera 2.0 mega pixels USB 6 leds,
China) e os dados foram registrados por um programa de captura de videos e
imagens (AMCAP, Beijing, China). Os dados consistiam em nimero de nauplios
vivos, numero de nauplios mortos, nimero de cistos ndo eclodidos e nimero de
cistos em estagio guarda-chuva. Foram capturadas imagens de todos 0s po¢os

e videos foram feitos apenas dos poc¢os que continham nauplios vivos.

ApOs esse processo, as placas foram congeladas até as analises fisico-

guimicas, assim como mostra a figura 12.
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Preparar dgua Preparar comida, CL10 e Becker
do mar sintética de eclosio

Dia 1: Preparo 3 placas
Acrescentar o
correspondente de
cada pogo

Dia 2: Preparo 3 placas
leitura placas 24 horas

Dia 3: Preparo 3 placas,
leitura placas 24 horas e

placas 48 horas
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apdos leitura 48
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Figura 12. Etapas do experimento de analise de ecloséo de cistos de Artemia

Dia 4: Leitura placas 24 horas
e placas 48 horas

Dia 5: Leitura placas 48 horas

salina. Fonte: Prépria autora, 2020.

4.4.2. Preparacdo da agua marinha artificial
Para a preparacdo de 1 L de agua marinha artificial foram necessarios 1
L de agua destilada e 30 g de sal marinho artificial Ocean Fish® (Cittadella, PD,
ITALIA), sob agitacdo constante de um agitador magnético. Ao longo das 4
semanas, em cada semana foi preparada uma nova agua marinha artificial a fim
de evitar a insercdo de varidveis enviesadas, a partir dos procedimentos

padronizados anteriormente.

4.4.3. Preparacao de alimento para Artemia salina

Para cada 50 mg de fermento bioldgico Fleishchimann® (Saccaromyces
cerevisiae) foi necessario 10 ml de agua marinha artificial. Essa quantidade de
fermento foi definida em estudo piloto como o suficiente para alimentar os
animais e nao comprometer a visibilidade da agua. Ao longo das 4 semanas, em
cada semana foi preparada um novo alimento a fim de evitar a insercdo de

varidveis enviesadas, a partir dos procedimentos padronizados anteriormente.
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4.4.4. Definicdo de concentracéo letal 10% (CL 10)

A substancia toxica utilizada durante o experimento foi o cloreto de
chumbo, em concentracdo equivalente a CL 10. Essa concentracéo foi definida
previamente em um experimento piloto e teve como base a intencdo de se
construir um modelo experimental que mimetizasse as condigcdes mais rotineiras
de contaminag&o ambiental, em que concentragdes muito pequenas de agentes

toxicos sdo encontradas, sobretudo na agua.

Em tubos, preparou-se 11 diluicdes seriadas de PbCl> em escala 1:1,
sendo o primeiro contendo 1ml de 4gua do mar com alimento e 1 ml da solucéo-
mae de PbClz.. Os demais tubos foram preenchidos com 1 ml de agua do mar
com alimento e 1 ml da diluicdo anterior. O conteudo de cada tubo foi transferido
para 11 poc¢os, em uma quantidade de 100 pl por pogo. Seis séries de diluigbes
(repeticbes) foram feitas nesta placa, completando 66 pogos.

Em paralelo, um becker foi preparado com 396 ml de agua marinha
artificial, 4 ml de alimento (5 mg/ml de fermento), correspondente a 10% e 0,6 g
de cistos. Aguardou-se 48 horas para promover a eclosdo dos cistos. Os
nauplios nascidos foram transferidos para a placa, em um volume de 100 pl por
poco. Na ultima fileira, 200 pl por pogo foram inseridos, para calculo da
porcentagem de sobrevida de nauplios ndo desafiados, como controle. Apos
duas horas, verificou-se a mortalidade.

A avaliacdo de mortalidade foi realizada com o auxilio de uma lupa digital
(microscopio digital com zoom de 1000x R Camera 2.0 mega pixels USB 6 leds,
China). Registrou-se o numero de nauplios vivos e nauplios mortos para cada
poco e calculou-se a porcentagem de viabilidade com base no total de

repeticdes. Na tabela 2, pode-se observar os resultados.
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Tabela 2. Resultado de ecloséo de diversas concentracdes de cloreto de chumbo
para a determinacdo de concentracao letal 10%.

Pocos Concentracdo Vivos Mortos Viabilidade

(%) (%)
1 50% 22 21 51%
2 25% 24 18 S7%
3 12,5% 21 3 87%
4 6,25% 24 1 96%
5 3,125% 28 3 90%
6 1,56% 38 0 100%
7 0,78% 29 0 100%
8 0,39% 36 4 90%
9 0,19% 26 4 86%
10 0,09% 35 4 89%
11 0,048% 33 0 100%
12 Zero 27 2 93%

A partir desses resultados determinamos que a melhor concentracédo de
PbCI 2 que representou a CL 10 do estudo foi a concentracdo de 0,04%
(aproximadamente 4x10 -4 M, sendo que a solucdo-mae foi preparada a 1M),

descontando os valores de viabilidade da linha-base (93%).

Ao longo das 4 semanas, em cada semana foi preparada uma nova CL
10 a fim de evitar a insercao de variaveis enviesadas, a partir dos procedimentos

padronizados anteriormente.

4.4.5. Preparo das placas

Foram preparadas, no total, 36 placas, sendo que cada 9 placas
correspondiam a uma fase lunar (cheia, nova, crescente e minguante). Para a
preparacdo das placas, foi necessario preparar previamente um becker de
eclosédo e um becker correspondente a CL 10 do PbCla.

Para o becker de ecloséo foi colocada em um becker, separadamente,
200 ml de agua marinha artificial preparada a partir do protocolo padronizado
anteriormente (item 4.4.2), com alimento na proporc¢éo previamente estabelecida
(item 4.4.3) e 0.075 g de cistos (quantidade suficiente para se obter 5 a 8 cistos
para cada fracdo de 100 pl, volume inserido em cada poc¢o). Essa suspensao de
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cistos foi homogeneizada constantemente e os pocos foram preenchidos

imediatamente, para que os cistos eclodissem apenas nas placas.

Para o becker correspondente a CL 10 foi preparado separadamente uma
qguantidade 80 ml de agua marinha artificial contendo 32 ul de PbCl2(0,04%) para
distribuicdo de 100 pl por poco.

Com base nisto, o volume final de cada pogo correspondeu a 100 ul de
agua marinha artificial com cistos e alimento, 90 pl de CL 10 de PbCl: e foi
inserido 10 pl de cada isoterapico ou solucdes controle, de acordo com a fileira
estabelecida para tratamento. Apenas 0s pogos da fileira F foram preenchidos
com agua do mar sem adicdo de PbClz. Os pocos da fileira G ndo foram
utilizados, para isolar os pocos tratado com agua sucussionada (pocos H) dos

demais tratamentos.

Esse processo de preparacao de placa durou quatro semanas, conforme

as fases da lua.

4.4.6. Anadlise das placas
A observacdo dos nauplios por poco foi feita com o auxilio de lupa digital
(microscopio digital com zoom de 1000x R Camera 2.0 mega pixels USB 6 leds,
China), ao longo de 4 semanas, onde em cada semana foi preparada e analisada
9 placas, resultando em 36 placas finais, e os parametros registrados foram os

seguintes:

e Numero de nauplios nascidos em todos os estagios (vivos, mortos e
guarda-chuva);

e NUmero de cistos néo eclodidos;

e Registro de video de 13 segundos para posterior analise dos padrdes de
deslocamento;

e A andlise da ecloséo levou em conta a somatéria de nauplios nos 12
pocos de cada tratamento/placa, sendo considerada como unidade
experimental;

e N =9 (nove placas) por fase da lua;

e Cerca de 750 nauplios foram analisados por lua / tratamento;
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e Somatoria de cerca de 20.000 nauplios considerando todas as 36 placas.

4.5. Mobilidade
O Image J é um software capaz de identificar e analisar imagens. Neste
experimento, o Image J foi utillizado para quantificar as paradas e a

movimentacao dos nauplios de cada poco.

4.5.1. Escolhadas placas
Foi escolhido para andlise todas as placas da lua cheia (placas de 1 a 9).
A lua cheia foi escolhida especialmente por conta dos dados da eclosé&o, sendo

observada maior ecloséo nesse periodo.

4.5.2. Anédlise
Os videos foram registrados em formato AVI e a mobilidade de todos os
pocos foi calculada automaticamente pela fungéo Plug-in Trackmate do software
Image J.

O programa foi ajustado para leitura de cores RGB seguindo como padréo
a coloracdo amarela dos nauplios para ser usada como referéncia no
rastreamento da mobilidade. Todas as imagens foram transformadas para
resolucao binaria de 8 bits e 0 método de andlise escolhido foi o Phansalkar.
Apés a analise pelo Plug-in Trackmate, os dados gerados na planilha Track
Statistics foram copiados e transferidos para o Excel®, onde se obteve a média
de Track Stop, que traduz o nimero de paradas dos nauplios e a média de Track
Displacement, que traduz a movimentacdo dos nauplios no poco. O valor de

cada parametro foi expresso em graficos.

4.6. Microscopia de varredura eletrénica (MEV) e espectroscopia

de energia dispersiva (EDS)
O MEV-EDS é um método utilizado para a produgcédo de imagens em alta
ampliacdo e resolugdo (MEV — microscopia eletronica de varredura) com
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identificacdo simultdnea dos elementos quimicos presentes na amostra (EDS —
espectroscopia de energia dispersiva), visto que cada um tem uma assinatura
especifica de absorcéo de elétrons e de emisséo de raio X. A analise foi realizada
nas amostras de 4gua de duas placas selecionadas, a fim de caracterizar as
superficies dos depdsitos obtidos em relacdo a suas propriedades e composi¢ao.

4.6.1. Escolhadas placas
As placas 3 (lua cheia) e 36 (lua minguante) foram escolhidas para esse
ensaio, em funcdo dos resultados obtidos no teste de ecloséo. A escolha das
placas se deu por conta da placa 3 representar o inicio dos experimentos e da
placa 26 representar o final dos experimentos, além disto, a lua cheia apresentou

resultados biol6gicos mais evidentes, por isso foi importante analisa-la.

4.6.2. Preparo das amostras

Foi necessario deixar as placas escolhidas descongelando naturalmente
por cerca de 30 minutos. Apds o descongelamento, o conteldo de cada fileira
de pocos (cada tratamento) das duas placas, separadamente foi transferido para
microtubos previamente identificados, o0s quais foram posteriormente
centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm (11,068g, Centrifuga MCA mod. 1 — 4K,
Sigma, Osterode am Harz, Alemanha).

O sobrenadante foi, entdo, filtrado em filtro de 0,22 pm (Millipore,
Burlington, MS, USA) e transferido para outro microtubo, para ser novamente
centrifugado por 1 hora, a 10000 rpm (11.200g) (Centrifuga MCA mod. 1 — 4K,

Sigma, Osterode am Harz, Alemanha).

Feito isso, foi retirado 5 pl do sedimento de cada tubo e transferido para
laminulas previamente metalizadas (figura 13), em triplicata e identificadas
separadamente. ApOs secagem em estufa, com a placa fechada, as laminulas
foram transferidas para camera de vacuo (Desk V, Denton Vacuum, Corporate
Headquaters Denton Vacuum, Moorestown, NJ, USA) para obtencédo do ponto

critico.
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Figura 13. Placa de 6 pogos com laminulas metalizadas e os respectivos
sedimentos, em triplicata, para analise em MEV-EDS. Fonte: Pinto, 2020.

4.6.3. Anélise
As amostras das goticulas foram analisadas no microscoépico eletrénico
de varredura (MEV), em um aumento de 20 vezes (figura 14), a fim de identificar

componentes quimicos presentes na amostra.
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Figura 14. Imagem de goticula gerada a partir de amostra de agua tratada com
PbCl; 6¢cH. Imagem ampliada 20 vezes e depositada sobre laminula metalizada. Fonte:

Laboratério da Universidade Paulista, 2020.

Os dados de imagem e valores (% de atomos) foram salvos em CDs e as
laminulas armazenadas para analises futuras. Os resultados foram

representados em graficos e tabelas.

4.7. Método Cartwright
A proposta do método de Cartwright € definir o padrao de cada amostra
ultra diluida através de espectroscopia de UV-visivel, que usa como reagente
corantes solvatocrémicos e é baseado no fendmeno da solvatocromia. Tais
corantes apresentam sensibilidade suficiente para demonstrar qualquer minima
diferenca no espectro de absorbancia, sempre que o solvente sofre modificacdes

estruturais.
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4.7.1. Escolhadas placas
A escolha foi feita com o intuito de analisar todas as fases da lua nos

diferentes tratamentos, com base nisto, as placas escolhidas foram:

e Placa 4 da lua cheia;
e Placa 13 da lua nova;
e Placa 26 da lua crescente;

e Placa 35 da lua minguante.

4.7.2. Preparo das amostras

O conteudo de cada fileira de tratamento, de cada placa, foi transferido
para microtubos e centrifugado, para separacéo dos nauplios e do sobrenadante.
Os tubos foram centrifugados por uma hora a 10.000 rpm (11.200g). Em seguida,
100 pl de cada sobrenadante foram transferidos para frasco ambar com 9,9 mi
de agua purificada estéril. O contetdo de cada frasco foi posteriormente filtrado
em filtro de malha 0,22 um (Millipore, Burlington, USA) e transferido para outro
frasco, fechado com batoque e tampa de rosca e, finalmente, sucussionado em

braco mecéanico (Denise-AUTIC, Sdo Paulo, Brasil).

Trinta e quatro amostras foram analisadas, sendo 7 tratamentos para
cada fase da lua, mais as amostras dos outros 6 medicamentos, sendo eles agua
sucussionada, agua ndo sucussionadas, Ethilicum 1cH, PbCl2 6¢cH, PbCl2 30cH
e PbCl2 200cH. As amostras foram codificadas com o auxilio de um funcionéario
do centro de pesquisa, nao participante do experimento, para que as leituras

fossem feitas em cego.

4.7.3. Preparo dos corantes
Os corantes utilizados no experimento foram o ET30, cumarina, vermelho
do Nilo, N,N — dimetilindoanilina (NN-DMIA), rodamina, violeta metileno e ET33.
Cada corante foi preparado separadamente, por um funcionario do laboratorio,
de acordo com a molaridade indicada para cada corante (18, 74, 75), sendo o0s

mesmos diluidos em alcool absoluto, conforme a tabela 3. Os calculos foram
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ajustados para um volume final de 160 ml de &lcool absoluto (Synth, S&o Paulo,

Brasil). A formula utilizada para concentracdo molar foi a seguinte:

m (g)
peso molecular X volume

Molaridade =

Os corantes foram processados separadamente em fluxo laminar,
utilizando a quantidade de alcool e de corante necessario, e o conteudo de cada
um foi transferido para um tubo Falcon envolto em papel aluminio, para ndo

sofrer alteracdes de luminosidade e volatilidade.

4.7.4. Definicagdo do pico de absorbancia

O espectrofotdmetro utilizado no experimento (FEMTO 800 XI®, Sé&o
Paulo, Brasil), com sensibilidade de 1nm, foi calibrado com corante puro. Para
isso, foi necessario realizar a leitura de uma cubeta com &lcool absoluto, a fim
de se definir a linha base. Os corantes foram lidos em varredura no espectro de
luz visivel, entre 350 e 800 nm (nanémetros) para determinacdo do pico de
absorbancia de cada um. Com esta definicdo, foi feita nova calibragem do

aparelho e leitura de todas as amostras no respectivo pico.

E importante mencionar que esse processo foi realizado para todos os
corantes, visto que em cada um ha um comprimento de onda e pico de

absorbancia especifico (tabela 3).
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Tabela 3. Corante utilizados para a analise de espectroscopia pelo método

Cartwright.
Cor em élcool Comprimento
Corante uro Molaridade de onda do pico
P de absorbancia
ET 30 351 nm
Violeta 200 uM
(Reichardt’s Dye) I H (abs. 0,856)
429
Cumarina 7 Vﬁ;g?éi?eaggo 25 uM nm
(abs. 0,648)
553 nm
Vermelho do Nilo Rosa choque 20 uM
g H (abs. 0,362)
- 598 nm
Dimetill\ilr’llaloanilina Azul 25 M
(abs. 0,397)
448 nm
Rodamina Amarelo 50 uM
H (abs. 0,627)
. . 597 nm
Violeta metileno (+) (MV) Purpura 50 uM (abs. 0,573)
ET 33 (1) 469 nm
2,6-DICLORO — 4 - :
i . Laran 245 uM
(Trifenilpiridinium — 1 - il) rana H (abs. 0,398)

- FENOLATO

4.7.5. Preparo e leitura das cubetas

A partir das 34 amostras, sendo elas 7 tratamentos para cada fase da lua
(28 no total) mais 6 medicamentos, foram preparadas 102 cubetas por corante,
para se obter a triplicata das amostras. Em cada cubeta foram inseridos 25 pl da
amostra mais 1475 pl de cada corante, devidamente filtrado (malha de 0,22 pum,
Millipore, Burlington, USA). Com o pico de absorbancia e comprimento de onda
determinados (item 4.7.5), foi realizada a leitura de cada uma dessas cubetas.
Os valores foram anotados e transferidos para uma planilha, para posterior

andalise estatistica.

4.8. Anélise estatistica
A fim de se investigar se haveria efeito do tratamento (vide item 5.4.1), da

fase lua (lua crescente, cheia, nova ou minguante) e do tempo de observacgao
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(24 ou 48 horas) sobre a taxa de eclosdo dos cistos, utilizou-se uma Analise de
Variancia (ANOVA) de dois fatores com modelos mistos. A taxa de ecloséo
relativa (%) foi calculada efetuando-se o somatorio de nauplios (fases instar I-V),
vivos ou mortos, por grupo, divididos pelo mesmo contingente de nauplios do

grupo nao desafiado, conforme equagéo abaixo:

(GC+NV+NM)grupo
média(GC+NV+NM)nio desafiado

Taxa de ecloséo relativa (%) =

Os pressupostos do teste de hipéteses foram investigados: (1) os dados
apresentaram distribuicdo normal, conforme evidenciado pelo teste de Shapiro-
Wilk, bem como pela inspecédo grafica de Q-Q plots; (2) eventuais valores
considerados outliers em um grupo foram excluidos da analise, apés inspec¢ao
de graficos box-plot; (3) a homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste
de Levene; (4) a esfericidade foi avaliada pelo teste de Mauchly. Para todos os
casos, o nivel de significancia adotado foi de a = 0,05, considerando-se efeitos
significativos que obtiveram chance de erro p < 0,05. Compara¢des multiplas

foram efetuadas pelo teste de Tukey.

A fim de se avaliar o efeito do tratamento sobre a taxa de locomogao dos
nauplios e sobre o nimero de paradas destes (conforme descrito em item 5.5),
empregou-se uma Anadlise de Variancia de um fator. Os resultados foram

expressos em numero de pixels por nauplio por placa em cada tratamento.

Os pressupostos do teste de hipéteses foram investigados: (1) os dados
apresentaram distribuicdo normal, conforme evidenciado pelo teste de Shapiro-
Wilk, bem como pela inspecdo grafica de Q-Q plots; (2) eventuais valores
considerados outliers em um grupo foram excluidos da analise, apés inspecéo
de graficos box-plot; (3) a homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste
de Levene. O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05, considerando-se
efeitos significativos que obtiveram chance de erro p < 0,05. Comparacdes

multiplas foram efetuadas pelo teste de Tukey.

A fim de se investigar o efeito do tratamento sobre o percentual médio de
cada elemento quimico no precipitado sélido da agua do mar (conforme descrito
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em item 5.6) empregou-se uma Andlise de Variancia de um fator. Os
pressupostos do teste de hipéteses foram investigados conforme descrito acima
para locomogéo. O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05, considerando-
se efeitos significativos que obtiveram chance de erro p < 0,05. Comparacdes
multiplas foram efetuadas pelo teste de Tukey.

Para se avaliar o efeito do tratamento e da fase da lua sobre a analise da
agua do mar na interacdo com corantes solvatocrdémicos foi utilizada uma Analise
de Variancia de dois fatores. Os pressupostos do teste de hipéteses foram
investigados conforme descrito acima para locomocéo. O nivel de significancia
adotado foi de a = 0,05, considerando-se efeitos significativos que obtiveram
chance de erro p < 0,05. Comparac¢fes multiplas foram efetuadas pelo teste de
Tukey. E para avaliar o efeito dos medicamentos na interagcdo com corantes
solvatocromicos foi utilizada uma Analise de Varidncia de um fator. Os
pressupostos do teste de hipétese foram investigados conforme descrito acima.
O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05, considerando-se efeitos
significativos que obtiveram chance de erro p < 0,05.

Os programas utilizados para a andlise estatistica foram:

e Statisticav 12.0;
e |IBM SPSSv?21.0;
e Excel 2019 v 16.0.6742.2048.

E foi utilizado o GraphPad Prism 8.0.1 para a criacdo de todos os graficos

apresentados nesse trabalho.



50

5. RESULTADOS

5.1. Analise da eclosao dos cistos em funcéo da fase da lua

Ao analisar os tratamentos separadamente unindo todas as luas, a taxa
de ecloséo dos cistos foi maior no grupo tratado com agua nao sucussionada
(“desafiado”) em relagdo as demais condigdes. Ao unir todos os tratamentos e
observar apenas o efeito da taxa de eclosao nas diferentes luas, houve menor
ecloséo na lua crescente. Observou-se maior taxa eclosao do grupo intoxicado
com PbClI2 e tratado com agua nédo sucussionada (controle), em todas as luas,
mas o efeito foi maior na lua cheia, em relacdo ao grupo ndo desafiado. Os
demais tratamentos, independentemente da poténcia utilizada reduziram a taxa
de eclosdo para patamares comparaveis ao grupo ndo desafiado. Logo, ndo
houve efeito especifico de nenhuma poténcia isoterapica, contudo, observa-se
certo efeito protetivo de todos os tratamentos que envolveram o preparo por meio

de sucusséo do liquido. Podemos observar esses efeitos no grafico 1.

E importante mencionar que apenas o grupo tratado somente com agua
(“desafiado”) foi intoxicado e nédo tratado com qualquer preparacédo
sucussionada. Todos os demais grupos de tratamento foram expostos ao cloreto
de chumbo e, em determinado momento, receberam também a preparacao
sucussionada. Esses resultados apontam que o efeito das preparacdes
isoterapicas testadas ndo se deu de forma especifica para cada poténcia

(diluicdo homeopatica), mas sim pela sucussao da agua.
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Grafico 1: (A) Efeito dos tratamentos na eclosdo dos cistos, (B) Efeito das fases
dalua sobre eclosao dos cistos, (C) Efeito da interacdo entre os tratamentos e as
fases da lua. Os valores representam média + intervalo de confianca de 95% para a
média. (A) Houve efeito significativo da taxa de eclosdo e tratamento sobre a taxa de
ecloséo relativas dos cistos, segundo ANOVA de dois fatores de modelos mistos (Fe:
201) = 6,953, p<0,0001, n? = 0,171). O pbs-teste de Tukey indicou diferencas na taxa de
eclosao dos cistos “desafiados” em relagdo aos demais grupos (*p<0,05). Em outras
palavras, os cistos presentes nos pogos “desafiados” eclodiram mais que que os cistos
ndo desafiados. Os tratamentos com solventes sucussionados resultaram em reducéo
da taxa de eclosdo para niveis comparaveis ao grupo ndo desafiado. O ponto
representado no grafico indica a presenca de um outlier. (B) Houve efeito significativo
da interacdo da lua e a taxa de eclosdo dos cistos sobre a taxa de eclosao relativa,
segundo ANOVA de dois fatores de modelos mistos (F@: 195y = 14,369, p<0,0001, n? =
0,181). Segundo poés-teste de Tukey (*p<0,05), houve menor eclosao dos cistos na lua
crescente, em comparacdo com as demais luas. Os pontos representados no grafico
indicam a presenca de outliers. (C) Houve efeito significativo da interacdo entre os
tratamentos e a fase da lua sobre a taxa de ecloséo relativa, segundo ANOVA de dois
fatores com modelos mistos (Fas202) = 3,185, p=0,00003, n? = 0,221). Foram
encontradas diferencas, na lua cheia, entre taxa de eclosédo do grupo tratado com agua
ndo sucussionada (“desafiado”) e a taxa de eclosao dos demais grupos, segundo pos-
teste de Tukey (*p<0,05)

5.2. Analise da mobilidade dos nauplios por Image J

Por conta da maior eclosdo dos nauplios desafiados com PbClz2 em fase
de lua cheia, analisou-se através do software Image J — plug-in Trackmate o
numero de paradas e a locomoc¢ao dos nauplios, em pixels, nas placas 1 a 9,
apos 48 horas de eclosédo. Entende-se por locomocdo a distancia percorrida

pelos nauplios dentro do poco.

O gréfico 2 mostra o numero de paradas dos nauplios eclodidos entre os
tratamentos estudados, na lua cheia. Todos os animais desafiados com cloreto

de chumbo apresentaram aumento no niumero de paradas.
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Grafico 2: Numero de paradas dos nauplios em cada um dos tratamentos durante
a lua cheia. Os valores representam média * intervalo de confianca de 95% para a
média. Houve efeito significativo do nimero de parada dos nauplios do grupo “branco”
em relagdo aos demais tratamentos, segundo ANOVA de dois fatores de modelos
mistos (Fe: 22; 103) = 33,253, p<0,001, n? = 0,379). Os pressupostos do teste foram
respeitados e foi necessario a retirada de um outlier. O pés-teste de Tukey (*p<0,05)
indicou diferengas no nimero de parada dos nauplios dos pocos “branco” em relacéo

ao demais tratamentos.

No grafico 3 esta representada a locomoc¢ao dos nauplios nos diferentes
tratamentos. Assim como no anterior, ndo se observou diferenca entre o0s
tratamentos, apenas 0 grupo ndo desafiado diferiu dos demais grupos

desafiados com PbCls.
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Grafico 3: Locomogdo dos néauplios nos diferentes tratamentos. Os valores
representam média * intervalo de confianca de 95% para a média. Houve efeito
significativo do numero de parada dos nauplios do grupo “branco” em relagdo aos
demais tratamentos, segundo ANOVA de dois fatores de modelos mistos (Fe; 21: 93) =
33,447, p<0,001, n?> = 0,392). Os pressupostos do teste foram respeitados e foi
necessario a retirada de um outlier. O pos-teste de Tukey (*p<0,05) indicou diferengas
no numero de parada dos nauplios dos pogos “branco” em relacdo ao demais

tratamentos.

Além disto, pode-se observar que a locomocao dos nauplios €
diretamente proporcional ao nimero de paradas, assim como mostra o grafico
4.
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Grafico 4: Relacdo da locomocdo dos nauplios com o numero de paradas. Foi
observado correlagé@o positiva entre a locomogéo dos nauplios e o nimero de parada
deles, segundo teste de correlacdo de Pearson (r = 0,993, p < 0,0001). Verificou-se que

guanto mais os nauplios se locomoveram, maior foi o nimero de paradas realizado.

5.3. Analise fisico-quimica da agua por MEV-EDS

As placas analisadas em MEV-EDS foram a placa 3 (lua cheia) e a placa 36
(lua minguante). N&o foi observada presenca de chumbo no sedimento solido
extraido da 4gua, em nenhuma das placas. Os principais elementos quimicos
identificados foram carbono, oxigénio, sédio, silicio e cloro tanto na placa 3
guanto na placa 36, assim como mostram as tabelas 4 e 5, respectivamente.
Outros elementos cuja quantidade n&o foi significativa (tracos) n&o foram
representados.

Tabela 4. Principais elementos encontrados na placa 3 através de EDS

(porcentagem de atomos pela area analisada). Média dos valores em triplicata.

Placa 3

Carbono Oxigénio  Sédio Silicio Cloro
Branco 8,95 44,49 12,45 14,81 13,47
Desafiado 5,96 44,08 11,45 14,39 1241
H.O dinamizada 2,43 49,84 12,39 16,76 11,58
Ethilicum 1cH 3,30 49,94 11,46 18,79 9,64
PbCl; 6¢cH 10,21 43,08 11,89 15,09 12,95
PbCl, 30cH 8,75 45,84 10,73 13,47 13,72

PbCl,200cH 3,33 47,86 1251 18,61 11,00
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Tabela 5. Principais elementos encontrados na placa 36 através de EDS

(porcentagem de atomos pela area analisada). Média dos valores em triplicata.

Placa 36

Carbono Oxigénio  Sodio Silicio Cloro
Branco 4,68 43,07 10,66 10,75 13,34
Desafiado 3,06 50,00 11,36 15,67 12,25
H.O dinamizada 10,11 44,89 11,87 16,16 11,03
Ethilicum 1cH 7,68 47,04 11,54 17,43 10,16
PbCl; 6¢H 2,98 49,85 11,89 17,82 10,47
PbClI, 30cH 5,01 47,44 11,13 16,12 10,39
PbCl,200cH 2,03 51,06 12,21 18,00 10,33

5.4. Analise de espectrometria pelo método Cartwright

A analise por método Cartwright foi feita a partir do material recolhido das
placas 4 (lua cheia), 14 (lua nova), 26 (lua crescente) e 35 (lua minguante). Nao
houve diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, em nenhum dos 7
corantes utilizados (grafico 10). A absorbancia dos corantes também néo
apresentou diferencas significativas entre os medicamentos testados. Dentre os
medicamentos estdo agua ndo dinamizada, agua dinamizada, Ethilicum 1cH,
PbCl2 6¢H, PbCl2 30cH, PbCl2 200cH (gréfico 11).
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Gréfico 10: Absorbancia dos corantes ET30, cumarina, vermelho do Nilo, NN-
DMIA, rodamina, violeta metileno e ET 33 nos diferentes tratamentos. Os valores

representam a triplicata de cada amostra, sendo média + intervalo de confianca de 95%.
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Os valores compreendem a média de todas placas selecionadas, em todas as fases
lunares. Segundo ANOVA de dois fatores, ndo houve efeito significativo do tratamento
sobre os valores de absorbancia do ET30 (Fe; 15 = 0,548, p = 0,765, n? = 0,142), da
cumarina (Fe; 18y = 0,517, p = 0,788, n? = 0,135), do vermelho do Nilo (Fe; 1s) = 0,279, p
= 0,939, n? = 0,071) do NN-DMIA (F@; 1y = 1,011, p = 0,449, n? = 0,221), da rodamina
(Fe:18) = 0,260, p = 0,949, n? = 0,071), do violeta (Fe: 18 = 0,415, p = 0,859, n? = 0,096)
e do ET 33 (F; 18 = 2,628, p = 0,052, n? = 0,361).

ET30 Cumarina

0.6

£ 0.80

o
ed—o
2o

o8

o9
st
ofo
o
8o
of

1
I

o

SN
|

©c ©
NN
o o

] ]
Ol

0.65 1 1 | I I 1 0.3 T T T T T T
\@8{) '@Q’& & & %Q& 008\ & & G '29& 00&
SISO e LN S % Q& Q& OV N
. (\'D‘ (\’0' R Q‘O QCJ o\"v ) (\‘?} . (\’b' 5 \0\) Qso ‘00 O\f},
2 [¢) & ) [e) <&
QTR &
el QU
Vermelho do Nilo NN-DMIA
0.40- 0.42-
] 0.40- _
o - o
o ALY X
£ 0.35- £ 0.38
5 i o —
a _ )
Qo o)
< e <
i 0.36-
] o
0.30 1 1 1 1 1 1 0.34 1 1 1 1 1 1
& &S & %06\ 000\” F &S & 096\ QQ&
NS O ISR N O LERPN A
& & & oY & & & & O o7
SRS E o SIS T
S L9 & o 90 &
TR TR



59

Violeta metileno

Rodamina
0.8- 0.70+
0.654
o 0.7 g
(8] c
=1 S
3 % £ 0.60
7 2 - =2)
i % 2 '
< 0.6
0.55-
0.5 1 1 1 1 1 1 0.50 I | | | 1 I
o X X xR
/\?é’b' 41?60 ,»c)b \r%)cje\ (5062\ QQ& \/\/,06 .\/@b RS \%)o %Qc, 00(,
S & Lo oY . & '0\3@ O o7 o\%
SN AP NS ST MR- S
oé\ ob\ & < ,oé Ob Q,& <
E & ¢ R
Deld N
ET33
0.394
(o]
0.38-
8
o
&
2 0.374
o
2]
Qo
<
0.36 ?%%%
0.35 1 1 1 1 1 1
A SN N
NN SN LN - 2
& & R © QO OV
& ¥ < ®
& & ¢
o

Grafico 11: Absorbancia dos corantes ET30, cumarina, vermelho do Nilo, NN-
DMIA-DMIA, rodamina, violeta metileno e ET 33 nos diferentes medicamentos. Os
valores representam a triplicata de cada amostra, sendo média + intervalo de confianca
de 95%. Os valores compreendem a média da triplicata dos medicamentos. Segundo
ANOVA de um fatores, ndo houve efeito significativo dos medicamentos sobre os
valores de absorbancia do ET30 (Fs: 12) = 0,302, p = 0,902, n? = 0,111), da cumarina (Fs:.
12 = 0,632, p = 0,679, n? = 0,208), do vermelho do Nilo (Fs; 12 = 0,578, p = 0,716, n? =
0,194) do NN-DMIA (F; 12) = 1,054, p = 0,431, n? = 0,305), da rodamina (Fe; 12) = 1,178,
p = 0,375, n? = 0,329), do violeta metileno (Fs: 12) = 2,787, p = 0,067, n?> = 0,537) e do
ET 33 (F; 12 = 4,268, p = 0,0184, n? = 0,640).
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Foi encontrada diferenca estatistica entre os medicamentos ao serem
testados com o corante ET33, mais especificadamente entre a agua dinamizada
e o Ethilicum 1cH e a agua dinamizada e o PbCl2 30cH, confirmado pelo pos-
teste de Tukey (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo, os efeitos dos diferentes tratamentos sobre a biologia da
Artemia salina e sobre parametros fisico-quimicos da agua foram abordados em
quatro etapas: 1) a avaliacdo da taxa de eclosdo em placa de 96 pocos nas 4
fases da lua; 2) a avaliacdo da mobilidade e nimero de paradas dos nauplios
eclodidos na lua cheia; 3) andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV)
e espectroscopia de energia dispersiva (EDS) de amostras colhidas na lua cheia
e na lua minguante; 4) analise, pelo método de Cartwright, da reatividade dos
isoterapicos e da agua submetida aos diferentes tratamentos a corantes
solvatocromicos, no intuito de identificar mudangas no comportamento dipolo do

solvente. Amostras de agua colhidas nas 4 fases da lua foram analisadas.

A avaliacdo da taxa de eclosdo mostra um efeito claro da intoxicagao per
se, no sentido de aumentar a taxa de ecloséo e tal efeito foi mais evidente na lua
cheia. A andlise global dos dados, comparando-se apenas as fases da lua
independente dos tratamentos, mostrou que a menor taxa de eclosdo ocorreu na
lua crescente. Tais variacGes sao de certa forma esperadas pois crustaceos sao
sensiveis as variagfes lunares, mesmo sob luz artificial (66, 67) Em trabalhos
anteriores utilizando o mesmo modelo experimental, a modulacao dos efeitos da
intoxicacdo com cloreto de mercurio, CL 10 sobre a eclosédo de cistos em funcdo
da fase da lua, também foi observada, com predominio das eclosdes na lua cheia

(68), o que corrobora os dados registrados nesse estudo.

Sabe-se que os cistos sdo formas de resisténcia da Artemia salina (30-
34), logo, entende-se que o retardo na eclosao representa efeito protetor frente
a presenca de agentes toxicos na agua. Tal efeito foi observado em todos os
grupos tratados com preparagfes sucussionadas ou submetidas a agitacédo
vertical ritmada, independente do material de partida conter cloreto de chumbo
ou nao. O fato da agua sucussionada promover per se esse efeito inespecifico
de protecéo sobre a eclosdo sugere relacdo com nano e microbolhas de ar que
se formam durante a agitacao e/ou a presenca de radicais de hidroxila carreados
em grande quantidade por tais estruturas (9-11). Em contato com nanobolhas, a
porosidade da matéria expande completamente, modificando caracteristicas



62

com fluidez, temperatura e densidade, o que pode modificar diversas fungdes
celulares (69 - 71).

A insercdo de preparacfes submetidas a sucusséo correspondeu a 5%
do volume total do pogo, o que sugere a propagacgao de novas bolhas pelo “bulk”
de agua contida nos pocos. Esse efeito propagatorio € bem conhecido, levando-

se em conta das propriedades termodinamicas das nanobolhas (72).

Os efeitos da agua sucussionada per se ja foram descritos na literatura
anteriormente. Um estudo feito por Nagai et al. (2019) com o objetivo de verificar
se macréfagos infectados com o fungo Encephalitozoon cuniculi poderiam mudar
de fendtipo apés o tratamento com diferentes poténcias de Phosphorus, mostrou
0 aumento da producdo da citocina RANTES, atividade lisoss6mica e reducéo
da apoptose das células infectadas (73). Efeitos inespecificos também foram
observados apenas com o veiculo (agua sucussionada), sendo evidente a

diferenca entre ambas as situagoes.

Na avaliacdo de mobilidade dos nauplios, demonstrou-se que os nauplios
controle, ndo submetidos a nenhum desafio ou tratamento, apresentaram
atividade geral menor em comparacdo aos nauplios intoxicados com PbCla.
Assim sendo, além de aumentar a taxa de eclosdo, a intoxicacdo produziu
mudanc¢as comportamentais, sugerindo efeitos neurotéxicos, mesmo que em
baixas concentracdes (CL 10). Efeitos neurotdxicos do chumbo sdo conhecidos
e descritos em varias espécies (52-55), incluindo invertebrados (74). Neste caso,
nenhum efeito protetivo foi observado nos diferentes tratamentos. As diferencas
de efeitos entre os estagios de desenvolvimento da Artemia salina, nesse caso,
sugerem ac¢ao localizada das nanobolhas e da oxidagdo do chumbo impedindo
diretamente a ruptura da parede do cisto, sem que houvesse mudanca efetiva
na biodisponibilidade do chumbo dissolvido na agua, como seria esperado caso

o efeito protetor fosse evidente também na fase seguinte (fase naupliar).

N&o foram encontrados tracos de PbCl2 nos precipitados da agua do mar
exposta aos diferentes tratamentos, sugerido n&o haver efeito quelante
associado. Os principais elementos encontrados nas amostras e detectados por
EDS foram: carbono, oxigénio, sédio, silicio e cloro e todos esses elementos

apresentam porcentagens semelhantes nos diferentes tratamentos. Estudos
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mais especificos sobre esse aspecto, utilizando métodos mais sensiveis de

deteccdo de chumbo (metalico e solGvel) sdo necessarios em etapas futuras.

O uso de corantes solvatocromicos como ferramenta preditiva da
atividade biologica das preparacdes ultra diluidas e de poténcias homeopaticas
tem sido consolidado nos ultimos anos. Esse método, desenvolvido por Steven
Cartwright, acusa mudancas de carga no solvente onde cada corante foi diluido,
0 que produz variagdes na absorbancia durante a leitura em espectrofotometro.
Tais oscila¢des sdo muito sensiveis as variagcoes de diluicdes homeopaticas (75
- 77). A reatividade especifica da agua sucussionada ao ET33, seguida de
auséncia de reatividade entre as preparacdes isoterapicas especificas e o0s
demais corantes solvatocromicos, reforcam, mais uma vez a especificidade dos

efeitos da sucussdo em si sobre a eclosao dos cistos.

Esse resultado complementa os demais resultados, onde na eclosao,
pode-se dizer que a agua sucussionada conferiu certa protecdo aos cistos.
Estudo mais aprofundados e métodos mais sensiveis devem ser elaborados no
futuro, para a confirmacéo de tais hipéteses. Da mesma forma, a semelhanca do
que foi observado em estudos prévios (78), a extensédo da pesquisa para outras
poténcias de PbCl. merecem estudos futuros, para rastreio de possiveis efeitos
especificos.
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7. CONCLUSAO

A intoxicagao de cistos de Artemia salina por PbCl2 CL 10 em placa produz
maior ecloséo de cistos e maior atividade geral de nauplios em seus estagios
iniciais de desenvolvimento até 48 horas. Preparacdes submetidas a sucussao,
inclusive a 4gua purificada, tém efeitos protetores sobre a intoxicacdo, sendo tais

efeitos mais evidentes na lua cheia.

Nenhum efeito biolégico especifico das preparacdes isopaticas de PbCl2
(isoterapicos) testadas nesse estudo foi observado, incluindo a reatividade das

poténcias aos corantes solvatocromicos.

Conclui-se que o efeito observado na taxa de eclosédo se deu pela agua
sucussionada em si, ndo havendo interferéncia de nenhuma das poténcias

testadas.
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