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Glossaério

Palavra-chave

Conceito/definicao

Bibliografia

Homeopatia

E uma especialidade médica e farmacéutica que
consiste em administrar doses diluidas e dinamizadas
(ou minimas) do medicamento ao enfermo, em
concordancia com o principio de similitude, ou seja, o
conceito de que do semelhante cura o semelhante.

E baseada em metodologia de experimentacg&o clinica
propria, utilizando-se doses minimas de substancias
ou farmacos no individuo sadio para diminuir efeitos
téxicos e, posteriormente, ser aplicada no individuo
doente.

(BONAMIN, 2016)

(FONTES, 2018)

Dinamizacéo

E a preparacdo de uma droga ou medicamento pelo
procedimento de diluicAo associado a sucussdo de
substéncias soluveis ou diluicho associada a
trituracdo de substancias insollveis.

(BONAMIN, 2016)

Sucusséo E o ato de agitar vigorosamente uma solucéo. Esta | (FONTES, 2018)
relacionada ao processo das diluicbes sucessivas.
Escalas Indicam a raz&o da diluicdo empregada no preparo de | (FONTES, 2018)

medicamentos homeopaticos. Sdo elas: centesimal
hahnemanniana (cH ou CH) isto é, 1 parte da
substancia para 100 partes do solvente; decimal
hahnemanniana sendo (DH), 1 parte da substancia
para 10 partes do solvente e cinquenta-milesimal (LM)
ou seja, 1 parte da substancia para 50.000 partes do
solvente).

Medicamento

E aquele elaborado de acordo com a farmacotécnica

(FONTES, 2018)

dinamizado homeopéatica empregando o método de diluicdo
(solaveis) ou trituracao (insolaveis).
Poténcia Consiste na quantidade de vezes em que o | (BRASIL, ANVISA,

homeopatica

medicamento foi dinamizado e é demonstrada pelo
numero de vezes e por letras Exemplos: 5 CH, 6 DH.

2017)

Sondas
moleculares

Metodologia usada para se compreender as
interacdes intermoleculares em fase liquida. Estas
sondas sdo moléculas que exibem caracteristicas

espectroscopicas  diferentes  dependendo  das
propriedades do meio solubilizante. Assim, o
aparecimento de novas bandas espectrais, o

deslocamento no comprimento de onda de absorcdo
e/ou de emissdo e as mudangas na intensidade de
emissdo fornecem uma indicacdo do microambiente
ao redor da sonda. As sondas moleculares tém sido

(SUPPAN,
GHONEIM, 1997)




usadas para detectar e medir a concentracdo de ions
e cdations de importancia biolégica e outras
substancias.

Solvatocromismo

E um acentuado deslocamento na posi¢cdo ou na
intensidade de uma banda de absor¢cdo UV-VIS,
relacionada & uma mudanca na polaridade do meio.

(REICHARDT,
1988)

Espectrofotémetro

E um equipamento usado para designar os valores de
transmitancia (luz transmitida) e absorbancia (luz
absorvida) de uma solugo em um ou mais
comprimentos de onda. Mensura a intensidade da luz
absorvida (fétons) depois de passar pela amostra ou
a quantidade/concentracdo de uma substancia
guimica conhecida.

(COMPRI-NARDY,
2009)

Corantes
solvatocrémicos

Os corantes solvatocrémicos sdo caracterizados por
possuirem um grupo doador de elétrons e um grupo
aceitador de elétrons que interagem com o meio.

(REICHARDT,
2008)

Espectrofotometria

E um método que estuda a interacdo da luz com a
matéria e a permitindo a observacdo de diversas
analises. Cada composto quimico absorve, transmite
ou reflete luz ao longo de um determinado intervalo
de comprimento de onda. Pode ser usada para
identificar e quantificar substancias quimicas a partir
da medicdo da absorcdo e transmissdo de luz que
passa através da amostra.

(COMPRI-NARDY,
2009)

Absorbancia

E a capacidade de absorcdo de luz por uma
determinada espessura de um material em uma
fracdo da energia luminosa. Esta capacidade de
absorcdo de luz ocorre quando uma solucdo é
submetida ao longo de uma faixa de comprimentos de
onda eletromagnética. O espectro de absorgcéo
permite analisar qual a faixa de comprimento de onda
em que tal composto apresenta maior afinidade de
absorcdo. A representacdo gréfica dos valores de
comprimento de onda (A) versus absorbancia é
denominada espectro de absorcéo.

(COMPRI-NARDY,
2009)
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RESUMO

QARACTERIZAQAO DE CORANTES SOLVATOCRQMICOS COMO MARCADORES
FISICO-QUIMICOS DE MEDICAMENTOS HOMEOPATICOS E DE AMOSTRAS DE
SOBRENADANTES

O presente estudo tem a finalidade de determinar se corantes solvatocromicos podem ser
utilizados como método de escolha de medicamentos homeopéticos para tratamento de sistemas
vivos infectados com diferentes agentes infecciosos. Tal método permite analisar possiveis
alteracbes no momento dipolo da agua quando em contato com diluicbes homeopaticas de
diferentes origens. A pesquisa se desenvolveu a partir de sobrenadantes (SNs) colhidos de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com bacilos Calmette-Guérin (BCG) (cepa vacinal) e tratados
com Silicea terra 6, 30, 200 cH, Zincum metallicum 6, 30, 200 cH e controles; desafiados com
Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi) e tratados com Phosphorus 6, 30, 200 cH e controles; ou
ainda ativados com LPS (mimetizando infeccdo por bactérias Gram negativas) e tratados com
Aspirina 15 cH e controles. Os SNs descongelados foram diluidos 1:10 em &agua pura estéril e
1:100 em solucao hidro-alcoodlica 30%, sendo sucussionados por 100 vezes em braco mecéanico
automatico (Autic®). Os respectivos medicamentos também foram preparados em solugéo hidro-
alcoodlica 30% do mesmo lote e sucussionados da mesma forma. Todas as amostras foram
codificadas aleatoriamente, em numeros consecutivos, por um técnico nao envolvido com a
experimentacdo. Os cddigos s6 foram quebrados apds a analise estatistica, de forma que todo o
estudo foi realizado em cego. Antes de cada experimento, as amostras foram submetidas a 40
agitacbes verticais manuais, filtradas em filtro de malha 0.22 micrédmetros e adicionadas aos
corantes na proporcdo 1:60. Seis diferentes corantes solvatocrémicos (BDN, NNDMIA, Cumarina,
Rodanina, Violeta metileno e Vermelho do Nilo) foram testados, a fim de cobrir todos 0 espectro
de luz visivel. A leitura em espectrofotdbmetro foi feita em cubetas descartaveis e a concentracao
dos corantes foi definida segundo padrbes previamente estabelecidos, utilizando alcool absoluto
como solvente. Todas as preparagdes foram feitas em capela de fluxo laminar e com o minimo de
incidéncia de luz possivel sobre os corantes, até 0 momento da leitura. As condi¢ges ambientais
foram controladas diariamente, sendo medidas temperatura, umidade e fluxo magnético. Antes de
cada série de medidas, o equipamento foi calibrado com o mesmo alcool absoluto usado na
preparacdo dos corantes e o comprimento de onda correspondente ao pico de absorbancia foi
registrado. As amostras foram analisadas em triplicata, em trés séries experimentais consecutivas
(N=9). O perfil de absorbancia de cada medicamento foi comparado com a absorbancia dos
respectivos SNs. O método estatistico usado foi a ANOVA de uma via, seguido de Tukey, sendo
os valores de p<0,05 considerados significantes. Testes de normalidade foram feitos por Shapiro-
Wilk e eventuais outliers foram removidos ap6s inspecédo do QQ plot. Concluiu-se, portanto, que a
Rodanina é um bom marcador de solventes submetidos a sucusséao, provavelmente em funcao da
atividade oxidativa associada; Cumarina € marcador de Phosphorus 6¢cH e de sobrenadantes
tratados com Aspirina 15 cH e LPS; BDN é marcador de Silicea terra 6 cH, 30 cH e 200 cH,
Zincum metallicum 30 cH e 200cH e Aspirina 15cH; Violeta metileno € marcador de
sobrenadantes tratados com Silicea terra 30 cH e 200cH, bem como Zincum metallicum 6 cH e
200cH. Os demais corantes ndo apresentaram interacdes especificas com as amostras
estudadas.

Palavras-chave: homeopatia, espectrofotometria de luz visivel, corantes solvatocrémicos,
propriedades fisico-quimicas, mecanismo de acéo.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF SOLVATOCHROMIC DYES AS PHYSICOCHEMICAL
MARKERS OF HOMEOPATHIC DRUGS AND SUPERNATANTS SAMPLES

The present study aims to determine whether solvatochromic dyes can be used as a method of
choice for homeopathic medicines to treat living systems infected with different infectious agents.
This method allows analyzing possible changes in the dipole moment of water when in contact with
homeopathic dilutions of different origins. The research was developed from supernatants (SNs)
collected from RAW 264.7 macrophages stimulated with bacilli Calmette-Guérin (BCG) (vaccinal
strain) and treated with Silicea terra 6, 30, 200 cH, Zincum metallicum 6, 30, 200 cH, and controls.
Supernatants challenged with Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi) and treated with Phosphorus
6, 30, and 200 cH and controls, or even from macrophages activated with LPS (mimicking infection
by Gram-negative bacteria) treated with Aspirin 15 cH and controls. The thawed SNs were diluted
1:10 in sterile water, then 1:100 in 30% hydro-alcoholic solution and submitted to 100 succussions
in a robotic mechanical arm (Autic®). The respective medicines were also prepared in 30% hydro-
alcoholic solution from the same batch, being succussed in the same way. All samples were
randomly coded in consecutive numbers by a technician not involved in the experiment. The codes
were only broken after statistical analysis; thus, the study was performed entirely blind. Before
each experiment, the samples were submitted to 40 manual vertical agitations, filtered in a 0.22-
micrometer mesh filter, and added to the dyes in a 1:60 ratio. Six different solvatochromic dyes
(BDN, NNDMIA, Coumarin, Rhodanine, Methylene Violet, and Nile Red) were tested to cover the
whole visible light spectrum. The reading was done in a spectrophotometer in disposable cuvettes,
and the concentration of the dyes was defined according to previously established standards,
using absolute alcohol as a solvent. All preparations were carried out in a laminar flow hood, with
an as little light incidence as possible on the dyes, until the moment of reading. The environmental
conditions were controlled daily, being measured temperature, humidity, and magnetic flux. Before
each series of measurements, the equipment was calibrated with the same absolute alcohol used
in the preparation of the dyes, and the wavelength corresponding to the peak of absorbance was
recorded. The samples were analyzed in triplicate, in three consecutive experimental series (N=9).
The absorbance profile of each drug was compared with the absorbance of the respective SNs.
The statistical method used was one-way ANOVA, followed by Tukey, with p<0.05 being
considered significant. The Shapiro-Wilk test checked normality, and eventual outliers were
removed after inspection of the QQ plot. Therefore, it was concluded that Rodanine is a good
marker of solvents subjected to succussion, probably due to its associated oxidative activity;
Coumarin is a marker of Phosphorus 6¢cH and of supernatants treated with Aspirin 15cH and LPS;
BDN is a marker of Silicea terra 6 cH, 30 cH and 200 cH, Zincum metallicum 30 cH and 200cH and
Aspirin 15cH; Methylene violet is a marker of supernatants treated with Silicea terra 30 cH and
200cH, as well as Zincum metallicum 6 cH and 200cH. The other dyes did not show specific
interactions with the samples studied.

Keywords: homeopathy, visible light spectrophotometry, solvatochromic dyes, physicochemical
properties, mechanism of action.
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1. Introducdo e revisao da literatura

Homeopatia

A Homeopatia € uma terapéutica desenvolvida por Sammuel Hahnemann, na
Alemanha, no inicio do século XIX. Hoje, ela é reconhecida como especialidade no Brasil,
pelos Conselhos Federais de Medicina, Medicina Veterinaria, Farmacia e Odontologia. A
metodologia homeopatica consiste em administrar ao doente medicamentos preparados
em diluicdes seriadas, sendo cada etapa seguida de 100 sucussdes, ou agitacoes
verticais, a partir de uma substancia capaz de provocar, em individuos sadios e sensiveis,
sintomas semelhantes aos apresentados pelo paciente (no caso da substancia ativa ser
insolavel, as primeiras etapas sdo feitas por trituragdo seriada em lactose). Tal
racionalidade é chamada de “principio de similitude” (BONAMIN, 2016). Os efeitos dos
medicamentos homeopaticos estdo relacionados, em parte, a modulacdo de vias de
sinalizacao intracelular (SILVA, 1997; BONAMIN, 2016; MONDAL et al., 2016; OLIOSO et
al., 2014; MARZOTTO et al., 2014, 2016; BONAMIN, 2017), mas ainda ndo se sabe a
natureza exata do sinal capaz de modificar tais vias.

A resposta ao tratamento homeopatico depende da individualizacdo e da
sensibilidade do individuo, portanto o mesmo medicamento pode agir de uma forma
especifica para um individuo, enquanto para outro pode ter resposta diversa ou henhuma
resposta, ainda que ambos apresentem as mesmas condi¢cfes nosoldgicas (BONAMIN,
2016). A evolugdo dos modelos experimentais in vitro e in vivo nos ultimos 30 anos
contribuiu de maneira significativa para a elucidacdo de alguns dos mecanismos
celulares, aumentando ou inibindo funcdes celulares especificas, sobretudo em estados
patolégicos, sempre no sentido de adaptar o sistema vivo aos desafios do microambiente
onde se encontram. Tais mecanismos de adaptacdo estdo relacionados em parte ao
mecanismo de hormese (CALABRESE, GIORDANO, 2021), mas sempre melhoram o
processo de bioresiliéncia, mesmo quando do tratamento populacional (BONAMIN,
BELLAVITE 2015; BONAMIN, 2016, 2017; PAIXAO et al., 2021; PINTO et al., 2021a).

Estudos cientificos tém contribuido para elucidacdo dos mecanismos de agao
da homeopatia, ainda incognitos (BONAMIN et al., 2020), bem como para uma
abordagem terapéutica mais atualizada (SCHMIDT, 2020). Durante o preparo, 0S
medicamentos homeopéaticos sao agitados repetida e vigorosamente (BONAMIN, 2016),
mas ainda ndo se sabe qual o papel exato da energia cinética gerada nesse processo
sobre a atividade biologica observada (CARTWRIGHT, 2018), uma vez que grande parte

das poténcias (ou diluicbes) homeopaticas utilizadas na pratica clinica ultrapassam o
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limite de Avogadro. Porém, por meio de modelos experimentais, pode-se construir um
caminho sélido para a elucidacdo do modo de acdo das poténcias dinamizadas nos
diferentes sistemas vivos (WAISSE e BONAMIN, 2019). Entende-se como “dinamizadas”
as diluicdes de um agente ativo submetidas a sucussao.

Diferentes abordagens tém reforcado a precisdo e confiabilidade da prescricdo
homeopatica (EIZAYAGA et al., 2021; RUTTEN et al., 2021), replicadas em estudos in
vivo ou in vitro (ENDLER et al., 2010; BONAMIN et al., 2020). Por exemplo, experimentos
in vitro evidenciam alteracdes fisicas e biologicas especificas dos medicamentos, do
plano macroscopico ao celular (ENDLER et al., 2010; ENDLER et al., 2015; BONAMIN et
al., 2020; VAN WASSENHOVEN et al. 2021; PINTO et al. 2021b; MATHIE, 2021);
pesquisas recentes sobre animais aquaticos tratados com homeopatia tém se mostrado
Uteis como modelos experimentais com enfoque ambiental (VALENTIM-ZABOTT, 2008;
BRACCINI, 2011; MELO, 2020; NAGAI, 2021; PINTO, 2021a).

Hipoteses
Atualmente, duas principais hipéteses sdo propostas para se explicar os
mecanismos de acdo de substancias altamente diluidas e dinamizadas, ou submetidas a
sucussdo. Uma delas propde acdes de sinalizacdo célula a célula por nano-associados
exdgenos e enddgenos, envolvendo nanoparticulas, nanobolhas e clusters de agua,
resultando em uma cascata de eventos biolégicos moduladores (BELL, KOITHAN, 2012;
BELL et al, 2014; DEMANGEAT, 2018; VAN WASSENHOVEN et al., 2018;
CALABRESE, GIORDANO, 2021). Outra hip6tese é a sinalizacdo por propriedades fisico-
guimicas geradas durante o processo de diluicdo seriada e sucussao (ELIA e NICCOLI,
2004; DEL GIUDICE et al., 2015; FOLETTI et al., 2015; SCHULTE e ENDLER, 2015;
CARTWRIGHT 2016, 2017, 2018, 2019; KONAR et al., 2016; MAHATA, 2017,
MONTAGNIER et al.,, 2017; YINNON, 2017; KLEIN et al. 2018; TOURNIER, 2019;
BONAMIN et al., 2020; TOURNIER, 2020). Nesse caso, a substancia de partida (soluto)
atuaria como uma “assinatura”, definindo padrdes de sinalizagdo em relagédo ao sistema
biolégico responsivo. Nao se pode descartar, contudo, a possibilidade de ambas as
propostas coexistirem no processo de sinalizacéo bioldgica.
Em revisdo sistematica recente, concluiu-se que as técnicas mais promissoras
usadas até agora para a caracterizacao fisico-quimica das preparacdes homeopaticas
sdo a ressonancia nuclear magnética (RNM), a espectroscopia Optica e as medi¢des de

impedancia elétrica (TOURNIER et al., 2019). Recentemente, tem-se desenvolvido
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sistemas de imageamento a fim de reconhecer o comportamento fisico-quimico de
preparacdes homeopaticas (ZANCO et al, 2021).

Os principios da eletrodinamica quantica (QED) proposto por DEL GIUDICE et
al., 1988, 2015, podem ser entendidos como possivel explicacdo cientifica para o modelo
tedrico de "transferéncia de informacdo" da substancia de partida para a solucdo aquosa
(JERMAN et al., 1999; MANZALINI e GALEAZZI, 2019), fato ainda a ser verificado
experimentalmente. Nesse contexto, um dos possiveis mecanismos envolvidos seriam
eventuais alteracdes nos momentos de dipolo da dgua (MAHATA 2013) originados no
solvente submetido a agitacdo, a partir da oscilacdo de dipolos causados por campo
elétrico (MAHATA, 2013; MAITY, MAHATA, 2021).

Corantes solvatocromicos

InvestigacBes estdo sendo realizadas utilizando-se espectrometria de UV/VIS e
de fluorescéncia como ferramentas para observar mudancas nos espectros das sondas
cromoforas em funcdo da sucussdo, da natureza da substéncia diluida e de fatores
ambientais especificos (CARTWRIGHT, 2018), face a diferentes parametros fisico-
guimicos (SAGAR et al, 2015). O momento dipolo de uma molécula pode ser maior no
estado de excitagdo, produzindo mudancas no seu espectro de absorcdo eletronica
(KEMP, GORDON, 2008; BHATTACHARYYA, 2018). Assim, um momento dipolo
especifico poderia ser gerado em liquidos polares de solucdes altamente diluidas e
agitadas vigorosamente, formando um campo elétrico rotacional (YINNON, YINNON,
2011).

No caso dos corantes solvatocromicos em contato com poténcias homeopaticas,
h& mudancas na intensidade de cor (REICHARDT e WELTON, 2011; CARTWRIGHT,
2016, 2017; KLYMCHENKO, 2017) por provavel modificacdo de seu momento dipolo, que
podem ser mensuradas em um espectrofotometro (REICHARDT e WELTON, 2011;
CARTWRIGHT, 2016, 2017). Os corantes solvatocromicos constituem uma grande classe
de sondas sensiveis ao microambiente liquido e que alteram a cor em resposta a
polaridade local (XU et al., 2009; KLYMCHENKO, 2017; CARTWRIGHT In: BONAMIN,
WAISSE, 2019). Sabendo-se que os corantes solvatocrdmicos sdo caracterizados por
possuir um grupo de doacéo de elétrons e um grupo aceptor de elétrons (REICHARDT,
2008), polos positivos e negativos respondem coletivamente, de maneira oposta e
complementar as moléculas do solvente onde estédo diluidos (CARTWRIGHT, 2019, 2020)
assim, estes corantes podem monitorar diretamente quaisquer modificagbes do
microambiente local (KLYMCHENKO, 2017).
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A adicdo de diferentes poténcias homeopaticas modifica o0s padroes
encontrados nos espectros de absorbancia de corantes solvatocrémicos (CARTWRIGHT,
2017). Esse modelo apresentado por Steven Cartwright aponta uma linha de pesquisa
mais apurada a respeito da hipotese de campo para entender o comportamento de
diluicbes homeopéaticas, salientando que solventes polares atuam como dipolos
alternantes elétricos e susceptiveis aos efeitos dos fendmenos de ressonancia.
Consequentemente, marcadores e medidas espectrofotométricas sao ferramentas que
podem ser empregadas para identificar tal ressonancia (CARTWRIGHT, 2016, 2017,
2019, 2020).

Em 2019, Cartwright demonstrou a magnitude das alteracdes espectrais
induzidas na poténcia 10 M de Arsenicum album. Com isso, pdde-se fazer uma estimativa
da forca do campo elétrico, sendo este comparavel a diferenca de potencial existente nas
membranas celulares (CARTWRIGHT, 2019), o que refor¢ca a hipétese de sinalizacdo
célula-a-célula por meio de nanoestruturas (BELL et al., 2014; CALABRESE, GIORDANO,
2021). Em 2021, Nagai observou o papel potencial do corante solvatocromico Cumarina
como um sinalizador fisico-quimico de valor preditivo para amostras de agua tratadas com
Glifosato 6¢H, 0 que sugere um aspecto pratico importante dessa técnica (NAGAI, 2021).
Resultado similar foi observado com o isoterapico de arseniato de sédio 6 cH em resposta
ao corante vermelho do Nilo (MELO, 2020).

Desta maneira, torna-se imprescindivel formular e testar modelos
experimentais utilizando ferramentas quimicas e fisicas em paralelo as investigacdes em
nivel celular e molecular (JERMAN et al., 1999; KLEIN et al., 2018). Por exemplo, o
tratamento in vivo com Antimonium crudum 30cH induziu um padréo de resposta imune
associado a reducdo do processo inflamatério crdénico no sitio primério da infeccdo por
Leishmania amzonensis (RODRIGUES DE SANTANA et al., 2014). Posteriormente,
resultados obtidos in vitro mostraram efeitos moduladores na producdo de certas
gumiocinas por macréfagos desafiados e tratados com Antimonium crudum 30 cH, as
quais foram capazes de justificar as alteracdes prévias observadas no hospedeiro (DE
SANTANA et al., 2017). A partir destes resultados, um estudo adicional foi realizado para
verificar a existéncia ou n&o de interacdo entre corantes solvatocromicos e o
sobrenadante das células previamente tratadas com Antimonium crudum 6cH, 30cH e
200cH. Como resultado, observou-se uma clara correspondéncia entre os efeitos
biolégicos do Antimonium crudum 30cH e os efeitos fisico-quimicos revelados pelos
corantes solvatocromicos BDN e ET33 (BONAMIN et al., 2020).
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O conceito geral de estruturagcdo da agua € baseado em varias linhas
experimentais, compreendendo que as moléculas de agua sdo capazes de se organizar
em interfaces polares para formar uma zona de exclusdo (POLLACK, 2013; GUEDES,
BONAMIN e CAPELOZZI, 2018; KLEIN et al., 2018; SUKUL e SUKUL, 2019), bem como
se auto-organizar. Tal fato foi corroborado com a propagacao da atividade de Phos 30 cH
em extensos volumes de agua, identificada pelo uso do corante solvatocrémico Violeta de
metileno como sonda para o rastreamento de suas propriedades fisico-quimicas
(APARICIO et al., 2020a). As propriedades dielétricas da agua tém sido evidenciadas por
meio de alteracdes nos padrbes de eletro-condutividade do veiculo apés agitacoes
sucessivas (YINNON, 2011; MAHATA, 2013; ELIA et al.,, 2014; PINTO, 2018; VAN
WASSENHOVEN et al., 2018; DALBONI et al., 2019). Postula-se, entretanto, que os
possiveis fendbmenos da “bioinformagéo da agua” estejam relacionados a oscilagbes de
campos eletromagnéticos (YINNON, YINNON, 2011; VERDEL et al., 2012; ELIA et al.,
2014; SMITH, 2015). Sinais eletromagnéticos de baixa frequéncia (EMS) podem ser
emitidos por solucdes aquosas diluidas de DNA bacterianos e virais (MONTAGNIER,
2015).

Variacbes na polaridade dos solventes submetidos a sucussao podem interferir
na condutividade dos mesmos (DOUGHERTY e HOWARD, 1998) e modificar as
interacOes intermoleculares entre o solvente e o corante (BHATTACHARYYA, 2018) por
oscilacbes dipolares do campo elétrico (MAHATA, 2013). Mais de 60 corantes
solvatocrémicos ja foram investigados em relacdo as alteracbes espectroscopicas
induzidas por poténcias homeopéticas (CARTWRIGHT, 2016, 2017; 2018; 2019; MOTA,
2018).

Como consequéncia, um numero crescente de particularidades tem sido
descrito sobre o0 modo de acédo desses corantes. A exposicdao dos medicamentos a
correntes elétricas fracas anula tais efeitos (BONAMIN et al., 2020), visto que corantes
solvatocrémicos também séo eletrocromicos (XU et al, 2009; CALLIS, 2010). Os corantes
solvatocrémicos apresentam sensibilidade a polaridade e, por esse motivo, tém sido
aplicados com sucesso em membranas biolégicas para estudar dominios lipidicos,
apoptose e endocitose. Sao importantes marcadores fluorescentes podendo detectar
praticamente qualquer tipo de interacdo biomolecular, envolvendo proteinas, acidos
nucléicos e biomembranas. Futuramente, o desenvolvimento de sondas fluorescentes
menos sensiveis ao ambiente deve minimizar interacdes inespecificas dessas sondas em
sistemas bioldgicos (KLYMCHENKO, 2017). Amostras citoldgicas hepaticas coradas com

rodanina, um corante solvatocromico, demonstram um potencial diagnéstico aceitavel
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para a detec¢cdo de conteudo de cobre (MOORE et al., 2016), a rodanina também pode
ser utilizada como marcador de células de carcinoma de figado humano e mama MCF-7
em estudos espectrais (KRITHIKA et al., 2021; ANUMALA et al., 2013), possivelmente por
mudancgas nos grupos de ligacdo de oxigénio e protons. Derivados deste corante tém sido
utilizados em estudos sobre doenca de Alzheimer (ONO et al.,, 2010; ANUMALA et al.,
2013).

Outros modelos fisico-quimicos

Além da solvatocromia, a andlise de micro e nanoparticulas presentes em
medicamentos homeopéticos por meio de microscopia eletrénica de varredura também é
um método que permite caracterizar algumas particularidades das poténcias
homeopéticas. No caso da Silicea terra e do Zincum metalico, ambos na poténcia 200cH,
observou-se um denso agrupamento de microparticulas, 0 que nao ocorreu nas demais
poténcias estudadas, nem tampouco na agua pura (PINTO, 2018). Efeito similar foi
observado por Van Wassenhoven et al., 2018, indicando que tais prepara¢cdes mobilizam
a reorganizacdo dessas estruturas em suspensao, inicialmente presentes como particulas
menores (PINTO, 2018; BELL e KOITHAN, 2012).

Outros estudos sistematicos confirmam que liquidos polares submetidos a
agitacdo forte produzem nanobolhas (NBs) (WADA, NAKANO e SATO, 2014
DEMANGEAT, 2015, 2018). As ultradiluicbes podem conter muito mais moléculas do que
o esperado, em especial, como formas nanoparticuladas que geram superestruturas
associadas ao soluto, as nanobolhas e ao proprio solvente. Tais superestruturas ndo sédo
observadas em solugbes nao dinamizadas e nem em baixas diluicdes (DEMANGEAT,
2018).

Os medicamentos homeopaticos respondem por meio de mecanismos
especificos de adaptacdo e amplificacdo dos sinais biolégicos (BELL e KOITHAN, 2012;
BELL e SCHWARTZ, 2013). A respeito deste fato, alguns autores sugerem a atualizacéo
da terminologia “homeopatia” para “nanomedicina de cadeia adaptativa”. Nanobolhas
(NBs) tém sido objeto de estudos devido as suas caracteristicas peculiares, incluindo
flutuabilidade extremamente baixa, longevidade, alta solubilidade de oxigénio, aumento do
potencial zeta e explosdo durante o colapso, portanto, a formacdo dos NBs durante a
preparacao de diluicbes homeopéaticas, ainda que sob presséo atmosférica, ndo pode ser
ignorada (TAKAHASHI et al., 2007; AGARWALL et al., 2011; DEMANGEAT, 2015).

Considera-se, ainda, a ideia de que mecanismos de ressonancia elétrica

também poderiam resultar na reorganizacdo de micro e nanoestruturas presentes no
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solvente polar, formando micro e nanoassociados, 0s quais, hipoteticamente, poderiam
atuar em certas vias de sinalizacao intracelular (ULLMAN, 2021). Eis uma teoria unificada,

digna de ser investigada.

Modelos bioldgicos

Sob o ponto de vista biolégico, a literatura mostra variacdes na atividade
oxidativa apos o tratamento de macrofagos com diversos medicamentos homeopaticos
(CAVALARO et al., 2017; PINTO, 2018; DALBONI et al., 2019). Resultados prévios
mostraram que medicamentos homeopaticos apresentam efeitos moduladores da
atividade de macréfagos RAW 264.7 infectados com BCG in vitro, como maior fagocitose
de bacilos e maior atividade lisossémica. Sobrenadantes de cultura de macrofagos
infectados com BCG e tratados com Silicea terra 200cH, por exemplo, apresentaram
reducéo significativa da concentracédo de H202, bem como aumento da producéo de IL-10
(PINTO et al.,, 2021b). Por outro lado, a expressdo de CD54 em macréfagos foi
aumentada por Zincum metallicum 5 cH (GONCALVES et al., 2017). Tais efeitos estéo
provavelmente relacionados a modulacdo de vias de sinalizacdo intracelular (SILVA,
1997; MARZOTTO et al., 2014; OLIOSO et al., 2014; BONAMIN, 2016; MONDAL et al.,
2016; BONAMIN, 2017).

A Aspirina 15 cH também induziu aumento de H202 concomitante a ativacéo
macrofagica (spreading), efeito semelhante aquele provocado pelo LPS (VON ANCKEN,
2020). Em outro estudo, Phosphorus 200 cH também produziu acdo reguladora da
atividade de macrofagos RAW 264.7 infectados com E. cuniculi, com aumento especifico,
progressivo e tempo-dependente da quimiocina RANTES, essencial no prognostico desta
infeccdo em humanos imunossuprimidos (NAGAI et al., 2019).

Os dados tomados em conjunto mostram que macréfagos sdo particularmente
sensiveis aos efeitos das altas diluicbes (OLIVEIRA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2013;
RODRIGUES DE SANTANA et al., 2014; OLIOSO et al., 2016; DE SANTANA et al., 2017;
GONCALVES et al., 2017; NASCIMENTO et al.,, 2017; PINTO, 2018; DALBONI et al.,
2019; NAGAI et al., 2019; PINTO et al., 2021b), por esse motivo foram escolhidos no
presente estudo como modelo biologico de base para a selecdo de amostras a serem

testadas quanto a interagdo com corantes solvatocrémicos.

Justificativa
Propde-se, portanto, um modelo experimental que possa apontar se corantes

solvatocrdmicos podem ser utilizados como método exequivel e de baixo custo na
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escolha de medicamentos homeopaticos em diferentes situagbes, ou ainda como
“‘marcadores eletronicos” de sua atividade. Para isso, buscou-se identificar eventuais
correspondéncias entre a interagcdo dos corantes com medicamentos especificos e a
interacdo com amostras bioldgicas (sobrenadantes) obtidas de culturas de macrofagos
tratados previamente com os mesmos medicamentos.

A escolha de amostras congeladas obtidas de estudos j& finalizados foi
priorizada em detrimento do uso de amostras cujos experimentos ainda estdo em
andamento. Tal fato se deve a constatacdo da preservacdo das propriedades fisicas dos
insumos dinamizados mesmo apods longos periodos de congelamento (MONTAGNIER et
al.,, 2015; BONAMIN et al., 2020), o que representa grande vantagem metodolégica.
Também sera possivel comparar os resultados obtidos na interacdo das amostras com 0s
corantes solvatocrémicos com os efeitos bioldgicos previamente estabelecidos a partir
das mesmas amostras, cujos resultados ja tenham sido revisados por pares e publicados.
Isso permite atribuir maior confiabilidade aos resultados, além de consumir menos

recursos financeiros.

2. Objetivos

2.1.  Objetivo geral

Avaliar se corantes solvatocromicos podem ser usados como método de
escolha de medicamentos homeopaticos em diferentes situagdes, ou como marcador

fisico-quimico da atividade desses medicamentos.

2.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar, pelo método de Cartwright, a interagdo entre medicamentos
homeopaticos, ou amostras de sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 infectados e
tratadas com tais medicamentos e 0s seguintes corantes solvatocrémicos: (+)4-(BIS-
(4-(DIMETYLAMINE) FENYL) METHYLENE)-1(4H)-NAPHTALENONE) (BDN), Methylene
violet (V™M ou Violeta metileno), Coumarin 7  (Cumarina), 5-(4-
DIMETILAMINEBENZYLIDENE) Rhodanine (Rodanina), Nile red (Vermelho do Nilo) e
N, N-DIMETHYLINDOANILINE (NNDMIA).
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b) Estabelecer possiveis correspondéncias entre os medicamentos e as
respectivas amostras biolégicas quanto a interacdo com corantes solvatocrémicos

especificos.

3. Métodos

3.1. Etica

Neste estudo foram usados sobrenadantes de macréfagos da linhagem RAW
264.7 congelados e provenientes de estudos anteriores, portanto a aprovacao do comité
de ética da UNIP para uso de animais em pesquisa nao foi necesséaria.

Declara-se, portanto, que este projeto ndo envolve o uso de animais.

3.2. Padronizagdo do método e desenho experimental

Escolha das amostras

O estudo foi dividido em dois periodos. O primeiro periodo foi dedicado a
padronizacdo do método em cada um dos passos. O segundo periodo foi dedicado a
realizacdo de uma série de experimentos, seguindo rigorosamente o0 método padronizado.
Além da sistematizacdo do método de preparo das amostras, foram também
padronizadas a dupla checagem e a validacdo do comprimento de onda e absorbancia do
pico de cada corante estudado, evitando vieses de leitura.

Antes do inicio da avaliagdo das amostras propriamente ditas, foi realizada
uma avaliacdo prévia para a identificacdo de possiveis interacbes entre corantes e 0s
veiculos dinamizados, a fim de se conhecer possiveis respostas inespecificas. Dessa
forma, a primeira analise comparativa entre os corantes foi feita com o assim chamado
“controle sistematico”.

Foram utilizadas amostras congeladas que apresentaram efeitos biologicos
significativos em resposta aos tratamentos com medicamentos homeopaticos apos
desafio com microorganismos (Mycobacterium tuberculosis da capa vacinal e
Encephalitozoon cuniculi) ou com LPS (lipopolissacarideo). Tais amostras foram
provenientes de experimentos anteriores realizados em cultura celular, em que se utilizou

0 macréfago RAW-264-7 como modelo biologico.
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Em suma, amostras de sobrenadantes e dos respectivos medicamentos
utilizados foram selecionadas a partir dos seguintes estudos: 1) Von Ancken (2021), em
gue o tratamento das culturas de macréfagos RAW 264.7 com Aspirina 15cH aumentou o
spreading e a expressao de H202 na mesma magnitude que o LPS. Um efeito paradoxal
também foi observado, de forma que a associacao entre Aspirina 15cH e LPS resultasse
na anulacdo dos efeitos de ambos, corroborando estudos anteriores realizados com esse
mesmo insumo em modelo de trombose (DOUTREMEPUICH et al., 2012; EIZAYAGA et
al., 2019); 2) Nagai et al (2019), em que a acdo moduladora de Phosphorus 200 cH foi
observada sobre a atividade de macrofagos RAW 264.7 infectados com E. cuniculi,
especialmente no que diz respeito ao aumento de RANTES, uma quimiocina chave no
prognostico de paciente imunossuprimidos infectados por esse fungo; 3) PINTO et al
(2021b), em que os insumos dinamizados Silicea terra e Zincum metallicum apresentaram
diferentes padrbes de efeitos em funcdo da diluicdo (ou poténcia) utilizada sobre a
atividade de macréfagos RAW 264.7 desafiados com BCG (Bacilo Calmette-Guérin). Uma
proporgdo equilibrada entre IL-6 / IL-10 foi associada ao tratamento das culturas com
Silicea terra 6¢H. A diminuicdo do estresse oxidativo associada ao aumento da atividade
lisossomal foi relacionada ao tratamento com Silicea terra 200cH. A fagocitose
dependente da poténcia foi relacionada apenas ao zinco dinamizado.

Um fluxograma geral dos experimentos esta representado abaixo:

Controle
Sistematico
p S
'd . )
I q I Bacilos (BCG) tratados:
Desenvolvimento Matrizes dos Sil 8, 30, 200 cH,
da pesquisa —— I\/Iedlcam'e_ntos Zinc 6. 30. 200 cH
pesq homeopaticos Inc o, 3U, cH,
J \ J L Etanol 30%
~
SNs colhidos de
macrofagos RAW E. cuniculitratados:
264.7 desafiados Phos 6. 30 e 200 cH
L ,
-
LPS tratados:
Aspirina 15 cH

A

Fluxograma dos ensaios experimentais
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As amostras de sobrenadantes (SNs) foram congeladas em freezer -80°C
desde a sua colheita até seu processamento, conforme descrito abaixo. As amostras de
medicamentos foram as mesmas utilizadas nos ensaios biolégicos, inclusive os

respectivos veiculos e controles. S&o elas:

Amostras de medicamentos

1) Amostras da Farmacia de manipulacdo HN CRISTIANO (S&o Paulo, Brasil) -
foram avaliados os medicamentos: Aspirina 15cH e etanol 30% (controle). Também foi
utilizado, no estudo original, um frasco de Aspirina 15 cH EF (Electric Flow), isto €, uma
aliguota do medicamento foi submetida a corrente elétrica de baixa amperagem (10
pulsos de 3 segundos a 30 pA), para observar se perturbacdes na polaridade das
moléculas de agua desse medicamento pudessem modificar os resultados biologicos.

2) Amostras da Farmacia de manipulacdo DHERMUS (Londrina, Brasil) - foram
avaliados os seguintes medicamentos: Phosphorus 5 cH, 29 cH e 199 cH; sendo o
controle etanol 30%.

3) Amostras da Farméacia de manipulacdo SENSITIVA (Sdo Paulo, Brasil) -
foram avaliados o etanol 30% (controle) e os medicamentos Silicea terra 5 cH, 29 cH, 199
cH e Zincum metallicum 5 cH, 29 cH e 199 cH.

Observacdao: Os veiculos utilizados em cada experimento corresponderam aos
mesmos lotes usados em cada farmécia, respectivamente, para a producdo dos

medicamentos em questao.

Amostras de sobrenadantes
1) Amostras de SNs colhidos de macrofagos RAW 264.7 desafiados com BCG

- bacilo Calmette-Guérin (cepa vacinal de Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch)

- foram analisados sobrenadantes tratados com agua pura estéril; agua pura estéril
sucussionada; alcool 0.03% sucussionado; Silicea terra 6 cH, 30 cH, 200 cH; Zincum
metallicum 6 cH, 30 cH, 200 cH e sobrenadantes desafiados e néo tratados (MO + BCG).
Os dados deste ensaio estdo descritos em Pinto et al. (2021b).

2) Amostras de SNs de macroéfagos RAW 264.7 desafiados com
Encephalitozoon cuniculi tratados com: agua sucussionada; Phosphorus 6 cH, 30 cH e
200 cH e élcool 0.03% sucussionado, além de SNs de macrofagos ndo desafiados e ndo
tratados e SNs de macréfagos desafiados e néo tratados, por 1 e 24 horas. As amostras
de SNs desse estudo foram cedidas gentilmente pelo autor (NAGAI et al., 2019) para

elaboracao das analises.
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3) Amostras de SNs de macréfagos RAW 264.7 ativados com LPS
(Lipopolissacarideo) 1 pg/ml e tratados com Aspirina 15 cH; Aspirina 15¢cH-EF; agua pura
estéril, agua pura estéril sucussionada e Aspirina 200 pg/ml. Nesse caso, para melhor
interpretagdo dos dados, os resultados dos diferentes tratamentos foram apresentados
em dois conjuntos, sendo o primeiro, chamado de “controle sistematico - Aspirina”,
composto de sobrenadantes tratados com agua sucussionada, com LPS diluido em agua
ndo sucussionada e com a associacdo de ambos (LPS e &gua sucussionada). A
comparacdo entre eles foi importante para evidenciar possiveis efeitos inespecificos
dessas solucbes. O segundo conjunto de dados correspondeu aos tratamentos
propriamente ditos. Todas as amostras de sobrenadantes desse estudo foram gentilmente
disponibilizadas pelo autor, VON ANCKEN, 2021.

4) Amostras do controle sistematico do presente ensaio: agua pura estéril,

agua pura estéril sucussionada, etanol 0,03% e etanol 0,03% sucussionado.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata, em trés séries consecutivas,

resultando na preparacéo de 147 cubetas por corante, por série.

Escolha das cubetas

Antes de iniciar o experimento propriamente dito, foi elaborado um estudo
piloto para se definir o melhor padrédo de cubetas a ser adotado em todas as séries de
analises. Uma comparacao entre diferentes tipos de cubetas foi realizada, levando-se em
conta cubetas originais descartaveis de 1,5 ml (Cralplast, Cotia, Brazil) (sem pigmentacéo
nas bordas), cubetas pigmentadas nas bordas com esmalte preto fosco e cubetas
pigmentadas nas bordas com caneta preta permanente. Tal triagem foi necessaria para
se verificar possiveis formas de otimizar a transmisséo da luz pelo meio liquido, de forma
a se obter o maximo de magnificacdo nas variagcdes de absorbéncia, uma vez que o
meétodo a ser utilizado requer alta sensibilidade na leitura das amostras.

Esse ensaio preliminar foi realizado com dois corantes distintos, cobrindo
diferentes faixas do espectro de luz visivel: Rodanina e BDN. Os dados desse teste piloto
estdo expressos nas Figuras 1 e 2, no item 4.1 (Resultados). As cubetas originais, sem

nenhuma pigmentacéao, foram escolhidas para a continuacéo dos ensaios.

3.3. Preparacado das amostras para analise
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As matrizes dos medicamentos analisados foram manipuladas em farméacias
credenciadas pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) segundo técnica
prevista na Farmacopeia Homeopética Brasileira 32 edicdo (BRASIL, 2011), utilizando
recipiente de vidro ambar convencional tipo 2, de 30 ml, para dispensacdo de
medicamentos e etanol 30% (v/v) como veiculo, conforme descrito no item 3.2.

Na etapa seguinte, as analises com os corantes foram feitas no mesmo tipo de
frasco, todos recém adquiridos e previamente autoclavados. Estes cuidados foram
tomados para garantir a homogeneidade das amostras. Dessa forma, a Ultima etapa de
dinamizacdo dos medicamentos foi preparada no proprio laboratério de pesquisa a partir
das matrizes comerciais listadas no item 3.2. Uma primeira diluicdo a 10% de cada
medicamento (matriz) a ser testado foi feita em agua pura estéril, em fluxo laminar. Em
seguida, cada amostra foi previamente filtrada em filtro de malha 0,22um (Millipore®,
USA) e diluida na proporcdo 1:100 em etanol 30% (HN Cristiano, Sdo Paulo, Brasil),
sendo imediatamente submetida ao processo de sucussdo automética em braco
mecanico (AUTIC®, BRASIL), onde foram aplicadas 100 sucussfes. O volume de 2/3 de
cada frasco foi ocupado com o liquido, para permitir a movimentacdo do mesmo durante
as sucussoes, conforme recomendado pela normativa brasileira (BRASIL, 2011). Os
batoques e todo o material de consumo néo autoclavavel foram limpos com alcool 70% e
deixados no fluxo sob luz UV por 15 min antes da manipulacéo.

O mesmo procedimento foi feito para as amostras de sobrenadante. No final do
procedimento as amostras remanescentes dos sobrenadantes foram reservadas em
freezer -20°C para eventual utilizacdo posterior. O método de preparo foi padronizado
dessa forma para que fossem produzidas amostras permanentes (com prazo de validade
de dois anos) a serem empregadas ao longo dos experimentos, sem necessidade de se
utilizar novas matrizes. Ao final do preparo, todos os frascos foram encaminhados para

codificagao.

3.4. Codificacao dos frascos

As etiquetas de todos os frascos foram trocadas por funcionario do laboratorio
nao envolvido no experimento antes do inicio do estudo. As etiquetas originais e 0s
respectivos cédigos foram mantidos em envelope lacrado durante todo o ensaio. Dessa
forma, todos os experimentos foram realizados em cego e o envelope s6 foi aberto apés o

término da analise estatistica.
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Todas as amostras foram devidamente envelopadas em papel aluminio e duas
etiquetas com cadigos foram cuidadosamente colocadas, sendo uma diretamente sobre o
frasco e outra sobre o papel aluminio. Assim, o mesmo codigo ficou disponivel
internamente e externamente a embalagem. O envelopamento com papel aluminio
permitiu maior estabilidade do material frente a campos eletromagnéticos e incidéncia de
luz que pudessem estar presentes durante o deslocamento dos frascos. Os frascos
codificados foram acomodados em bandejas de isopor elaboradas exclusivamente para
esse fim e todas as bandejas foram acondicionados em recipiente com isolamento

térmico.

3.5. Espectrofotometria com corantes solvatocromicos

O método utilizado foi descrito por Steven J. Cartwright (CARTWRIGHT, 2016;
2017; 2018; 2020) e os experimentos foram realizados no Laboratorio de Extracdo —
Campus Paulista, UNIP. Os equipamentos necessarios para realizar essa parte do estudo
foram: fluxo laminar, espectrofotdbmetro com sensibilidade de até 3 casas depois da
virgula e com varredura de, no minimo, 1 nanémetro (FEMTO 800 XI®, S&o Paulo,
Brasil), balanca de precisao para a pesagem dos corantes (METTLER — Toledo Monobloc
Classic Balance Line AB204-S, Greifensee, Suica), termo-higrémetro DC103 (JIAXI,
China) e gaussimetro (SMART-SENSOR INTEL INSTRUMENTS AS 1392, Singapore).

Todos os procedimentos foram realizados em fluxo laminar. Os corantes foram
preparados na véspera do ensaio para a devida estabilizacdo, obedecendo métodos e
concentracOes descritas por Cartwright (CARTWRIGHT, 2016; 2017; 2018). Os corantes
utilizados estéo listados no Quadro 1. Imediatamente antes das leituras, os corantes
foram filtrados em filtro de malha 0,22um (Millipore®, USA), em fluxo laminar, bem como
as amostras previamente preparadas e etiguetadas, sendo essas Ultimas submetidas a 30
sucussdes manuais imediatamente antes da sua adicdo aos corantes. Todas as amostras
e os corantes foram mantidos em frasco &mbar, embalados em papel aluminio para total
protecdo da luz e estocados em ambiente livre de campo magnético. O comprimento de
onda utilizado para as leituras foi determinado pela varredura entre 350 e 800 nm de cada
corante na concentracao indicada (Quadro 1), para identificacdo do pico de absorbancia.
Anteriormente a cada leitura, o equipamento foi calibrado com o controle branco, etanol
PA (Synth, Diadema, Brasil). As amostras foram analisadas em triplicata, na propor¢cao
1:60 (amostra:corante). Todo o procedimento foi feito sem intervalos, para evitar a

evaporacao do alcool antes das medidas e todos os dados foram duplamente checados.
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Quadro 1. Corantes padronizados para uso neste experimento e suas caracteristicas

obtidas logo apds o preparo.

Corante Estrutura Quimica Corem alcool | Molarida | Comprime
puro de nto de
onda em
alcool
puro
(afresco)
CUMARINA a Verde/amarelo 25 uM 436 nm
3-(2-BENZIMIDAZOLYL)-7- . ,@g(: HD fluorescente
(DIETHYLAMINO)COUMARIN °H o
CAS Number 27425-55-4 ’
C20H19N302 (https:/fiwww.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/aldrich/416541)
RODANINA (RHODANINE) OHs Amarelo 50 uM 451 nm
N O,
5-(4- HsC NH
DIMETHYLAMINOBENZYLID = s)§3
ENE)RHODANINE o
CAS N&;iﬂzggfﬂ‘l (https://www.sigmaaldrich.com/B e—
R/pt/product/aldrich/114588)
VERMELHO DO NILO ‘ 20 uM 547 nm
(NILE RED) @[N\
NILE BLUE A OXAZONE HsC™ N o} o}
CAS Number: 7385-67-3 g s
C20H18N202
(https://www.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/sigma/19123)
BDN (+) 1 Roxo / azul 80 uM 529 nm
4-(BIS-(4-(DIMETILAMINO) ‘O —
FENIL) METILENO) -1(4H) - ; ; n
NAFTALENONE ¥
CAS Number: n&o N O O N~
disponivel _ R _ QERET
Ca7H26N20 (https.//www.5|gm';1aldr|ch.com/B
R/pt/product/sigma/19123)
VIOLETA METILENO (+) /@Nj;l ‘ 50 uM 592 nm
(VM) Heloy s ¢ |
METHYLENE VIOLET T
(BERNTHSEN) (https:/iwww.sigmaaldrich.com/B
CAS Number: 2516-05-4 R/pt/product/aldrich/s873705)
C14H12N20S
N, N- Zj/NO 25 uM 605 nm
DIMETHYLINDOANILINE o n-CHa "
(NNDMIA) o CH

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

(https:/iwww.sigmaaldrich.com/B
R/pt/product/sial/216313)

PR e o
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Trés séries de cada analise foram realizadas em dias consecutivos. A cada
série, uma nova varredura do corante puro foi executada. Assim, as pequenas variacoes
de absorbancia esperadas entre as séries foram normalizadas pelo “delta” (absorbancia
do corante puro menos absorbancia de cada amostra da mesma série experimental)
(Quadros 2 e 3).

Toda manipulacdo de corantes e amostras foram realizadas em capela de fluxo
laminar, protegidas da luz, sendo as condicbes ambientais no interior da capela
monitoradas quanto a temperatura, umidade e fluxo magnético. Todos os parametros
permaneceram estaveis durante todas as séries experimentais, sendo a temperatura
média igual a 24,43°C + 1,29; a umidade média igual a 51,28% + 3,85 (Termo-higrémetro
DC103, JIAXI, China) e o fluxo magnético igual a 0,18 uT £ 0,05 (Gaussimetro SMART-
SENSOR INTEL INSTRUMENTS AS 1392, Singapore).

Sobre a leitura da absorbancia e sua interpretacdo, € importante ressaltar
gue as oscilacdes para mais ou para menos na absorbancia néo refletem nenhum
aspecto quantitativo, mas qualitativo, pois ndo se aplicam a mensuracdo de
substancias, mas revelam mudancas sutis nas propriedades dipolo do proprio solvente, as
quais induzem mudancas no rearranjo das moléculas do corante, implicando em maior ou

menor absorbancia em funcao do tipo de amostra testada.

Quadro 2. Comprimento de onda (nanémetros) correspondente ao pico de absorbancia de cada

corante em cada uma das séries experimentais.

Corante COUMARINA | RODANINA | RED NILE VM NNDMIA BDN
Série 1A 430 446 545 596 602 480
Série 2A 432 448 539 599 604 482
Série 3A 434 443 546 596 605 485
Mediana 432 446 545 596 604 482
Série 1B 435 449 454 561 599 524
Série 2B 433 452 551 599 604 495
Série 3B 434 451 550 601 602 578
Mediana 434 451 551 599 602 524




30

Quadro 3. Absorbancia (densidade 6ptica) correspondente ao pico de absorbancia de cada

corante em cada uma das séries experimentais.

Corante COUMARINA | RODANINA | RED NILE VM NNDMIA BDN
Série 1A 0,497 0,613 0,459 0,539 0,245 0,647
Série 2A 0,577 0,605 0,475 0,557 0,316 0,639
Série 3A 0,507 0,605 0,422 0,559 0,240 0,652
Mediana 0,507 0,605 0,459 0,557 0,245 0,647
Série 1B 0,289 0,492 0,199 0,498 0,203 0,444
Série 2B 0,336 0,553 0,239 0,432 0,195 0,502
Série 3B 0,406 0,498 0,249 0,436 0,256 0,261
Mediana 0,336 0,498 0,239 0,436 0,203 0,444

3.6. Anédlise Estatistica

Os valores langcados na analise foram normalizados pelo “delta”, ou seja,
corresponderam aos valores de cada absorbancia lida para o corante puro subtraida da
absorbancia lida para cada amostra na mesma série experimental. Os resultados
mostrados nos gréaficos foram apresentados como média + 95% do intervalo de confianca.
A significancia entre os valores foi analisada por ANOVA de um fator, sendo os resultados
expressos em valor de F seguido do universo de determina¢des independentes expressos
em graus de liberdade (entre os grupos; dentro dos grupos). O teste de Tukey foi utilizado
como pos-teste nos casos de significancia que, em todos os casos, foi fixado em a = 0,05.
Antes da execucao da andlise de variancia, a normalidade das variaveis foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Em caso de ndo normalidade entre os grupos, fez-se a remocéao de
outliers pelo método de inspecéo do QQ plot, seguindo os critérios de Tukey. Foi utilizado
0 método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para testar as amostras, quando necessario.

A analise estatistica e os gréaficos foram realizados pelo programa GraphPad Prism 8.3.
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4. Resultados
4.1. Analise preliminar dos padrdes de cubetas
As cubetas originais, sem pigmentacdo, demonstraram menor variacdo e, portanto,

maior precisdo nos dados. Os dados estao representados nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Teste piloto para selecdo de cubetas, classificadas como “branco”, “esmalte” e
“permanente” em relagdao a absorbancia do corante Rodanina. Os valores representam dez
repeticdes, sendo média + intervalo de confianga de 95%. Outliers foram retirados de acordo com
ANOVA de uma via seguida de Tukey (F, 24)= 36,00; p < 0,0001).
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Figura 2. Teste piloto para sele¢ao de cubetas, classificadas como “branco”, “esmalte” e
“permanente” em relagdo a absorbéncia do corante BDN. Os valores representam dez
repeticdes, sendo média + intervalo de confianca de 95%. Outliers foram retirados de acordo com

0 método ROUT, sendo Q=5%. ANOVA de uma via seguida de Tukey (F, 4= 696,3, p < 0,0001).
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4.2. Controle sistematico

O corante Rodanina demonstrou ser um marcador especifico de amostras
sucussionadas. A agua sucussionada e o veiculo sucussionado interagiram, ambos, com
esse corante, apresentando diminuicdo da absorbancia relativa em comparacgéo a agua e

veiculo ndo sucussionados (Figura 2 - D).

Figura 2. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliagdo do controle sistemético.
Os valores representam a média + intervalo de confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina,;
RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno; NILE RED = Vermelho do Nilo; WATER = 4gua;
SUCC WAT = agua sucussionada; VEHICLE (HA 30) = veiculo (solugédo hidro-alcodlica 30%);
SUCC VEHICLE (HA 30) = veiculo (solucéo hidro-alcodlica 30%) sucussionado. Os dados
estatisticos estao representados em cada grafico.
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4.3. Aspirina 15cH e sobrenadantes de macrofagos tratados com Aspirina
15cH, desafiados ou ndo com LPS

Controle Sistematico — Aspirina 15cH

Ambos os corantes, Rodanina e Cumarina mostraram variagdes significantes entre
as absorbancias relativas das amostras de SNs tratados com LPS e com &gua
sucussionada. As amostras de sobrenadantes tratadas com LPS e agua ou LPS e agua

sucussionada mostraram padrdes intermediarios, sem significancia estatistica (Figura 3 —
B/D).
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Figura 3. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliagdo do controle sistemético
experimental das amostras de SNs desafiadas com LPS. Os valores representam a média +
intervalo de confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta
metileno; NILE RED = Vermelho do Nilo; WATER = 4gua; SUCC WAT = agua sucussionada; LPS
= lipopolissacarideo de E. coli. Os dados estatisticos estéo representados em cada gréfico.
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Avaliacdo do medicamento Aspirina 15cH em diferentes condicdes

O corante BDN mostrou interagdo com Aspirina 15cH preparada em &agua e
Aspirina 15cH-EF preparada tanto em &gua quanto em etanol 30%, em relagdo ao
veiculo. Os demais medicamentos ndo mostraram interacdo com Aspirina 15cH em

nenhuma das formas de preparo (Figura 4 — A/B).

Figura 4. Screening de corantes solvatocrdmicos para avaliagdo do medicamento
Aspirina 15 cH — estudo comparativo entre diferentes preparagdes. Os valores representam a
média + intervalo de confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = rodanina; VM =
Violeta metileno; NILE RED = Vermelho do Nilo; ETHANOL 30% = etanol 30% (veiculo);
ETHANOL 30% SUCCUSSED = veiculo sucussionado; ASP 15 cH eth = Aspirina 15 cH
preparada com alccol; ASP 15 cH wat = Aspirina 15 cH preparada com agua, ASP 15 cH eth EF =
Aspirina 15 cH preparada com élcool e estimulada com corrente elétrica fraca; ASP 15 cH wat =
Aspirina 15 cH EF preparada com &gua e estimulada com corrente elétrica fraca. Os veiculos e
medicamentos representados em cada gréafico correspondem aos utilizados especificamente neste

estudo. Os dados estatisticos estdo representados em cada gréfico.
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Avaliacdo dos sobrenadantes de macrofagos tratados com Aspirina 15cH
desafiados ou ndo com LPS

O corante BDN mostrou especificidade para os SNs tratados com Aspirina 15cH e
desafiados com LPS, sendo que a exposicdo da Aspirina 15cH ao fluxo elétrico antes do
uso nao alterou esse resultado. Ambos 0s grupos mostraram 0S menores niveis de
absorbancia relativa, sendo estatisticamente significantes quando comparados com o
grupo nao desafiado (unchallenged). Por outro lado, o corante Cumarina mostrou
especificidade para os sobrenadantes nao desafiados e tratados com Aspirina 15cH, cuja
absorbancia relativa foi maior em relacdo aos demais grupos, com significancia estatistica
em relacdo ao controle negativo (SN tratado com &gua sucussionada) e ao controle
positivo (SN desafiado com LPS e tratado com Aspirina 15cH). Nesse caso, a
absorbancia de todas as amostras de SNs desafiados com LPS mostraram niveis
comparaveis ao grupo nao desafiado (unchallenged) (Figura 5 — A/B).

Curiosamente, a Rodanina mostrou aumento da absorbancia relativa tanto dos SNs
tratados com agua sucussionada, quanto daqueles tratados com Aspirina 15cH,
independente do desafio com LPS, sugerindo ser um marcador seletivo para as
alteracdes do meio decorrentes do tratamento com insumos sucussionados (Figura 5 -
D).
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Figura 5. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliacdo de SNs de macréfagos
desafiadas com LPS, tratados ou ndo com Aspirina 15cH. Os valores representam a média +
intervalo de confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta
metileno; NILE RED = Vermelho do Nilo; WATER = 4gua; SUCC WAT = 4gua sucussionada; LPS
= lipopolissacarideo de E. coli; UNCHALLENGED = sobrenadante de macréfagos nédo desafiados
com LPS nem tratados; ASP = Aspirina; (EF) = medicamento submetido a 10 pulsos elétricos de
30 microampéres por trés segundos antes do tratamento da cultura celular. Os dados estatisticos
estdo representados em cada grafico.
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4.4. Estudo comparativo entre amostras de sobrenadantes de macréfagos
desafiados com E. cuniculi e tratados com Phosphorus por 24 horas e

amostras dos proprios medicamentos

A absorbancia relativa da Rodanina ao interagir com amostras de sobrenadante
tratados com agua sucussionada por 24 horas foi maior que a absorbancia dos demais
grupos, sendo essa diferenca estatisticamente significante, exceto em relacdo ao
sobrenadante tratado com Phos 30cH. SNs tratados com Phos 6¢cH e 200cH por 24 horas
mostraram reduc¢éo da absorbancia relativa em relagdo aos controles (Figura 6 — K). Da
mesma forma, o medicamento Phos 6¢cH mostrou interagdo com o corante Cumarina
(Figura 6 — J). Tais resultados corroboram a especificidade da rodanina em apontar
variacbes nos sobrenadantes decorrentes do tratamento com agua sucussionada, bem
como a especificidade da Cumarina como marcador do medicamento Phos 6¢H (Figura
6). Importante notar o deslocamento no pico de absorbancia entre o Phos 6c¢H
(medicamento) e o SN tratado com Phos 6cH, considerando o espectro de luz visivel. O
Phos 6¢cH foi responsivo ao comprimento de onda de 482 nm (Cumarina) e o SN tratado
com Phos 6¢H foi responsivo ao comprimento de onda de 446 nm (Rodanina), um desvio
de 36 nm (Figura 6 — J/K). Nao houve interagcdo dessas amostras com 0s demais
corantes.



40

Figura 6. Screening de corantes solvatocromicos para avaliagdo de sobrenadantes de
macré6fagos desafiados com E. cuniculi e tratados com Phosphorus — comparacdo com
amostras dos proprios medicamentos / veiculo. Os valores representam a meédia + intervalo de
confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno;
NILE RED = Vermelho do Nilo; PHOS = Phosphorus; VEHICLE ou ETHANOL 30% = etanol 30%
(veiculo); SN = sobrenadante; SN — MO + E CUN = sobrenadante de macrofagos infectados com
E. cuniculi; SN — SUCC WAT - sobrenadante de macréfagos infectados com E. cuniculi e tratados

com agua sucussionada. Os dados estatisticos estdo representados em cada gréfico.
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4.5. Avaliacdo das amostras de SNs de macréfagos desafiados com E. cuniculi
e tratados com Phosphorus em diferentes tempos

A interacdo dos corantes solvatocrobmicos com amostras de sobrenadantes
tratados com poténcias de Phos mostrou diferenca entre os tempos de tratamento. Os
efeitos sobre a Rodanina, descritos no item 4.5 foram observados apenas apos 24 horas
de tratamento dos sobrenadantes. Nenhum efeito foi observado apdés 1 hora de
tratamento. Essa relacdo tempo-dependente corrobora a hiptese de que as variacdes
nos sobrenadantes decorrentes do tratamento dependem de certo tempo de estabilizacéo
para que as amostras possam interagir com a Rodanina, provavelmente em funcao de

mudancas tempo-dependentes das func¢des celulares (Figura 7- H).

Figura 7. Screening de corantes solvatocromicos para avaliagdo de sobrenadantes de
macrofagos desafiados com E. cuniculi e tratados com Phosphorus em diferentes tempos.
Os valores representam a média * intervalo de confianca de 95%. COUMARIN = Cumaring;
RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno; NILE RED = Vermelho do Nilo; PHOS
Phosphorus; VEHICLE = etanol 30% (veiculo); SN — sobrenadante; SN — MO + E CUN

sobrenadante de macrofagos infectados com E. cuniculi (amostras de 1 hora indisponiveis); SN —
SUCC WAT - sobrenadante de macréfagos infectados com E. cuniculi e tratados com agua

sucussionada. Os dados estatisticos estédo representados em cada gréfico.



delta optical density (596 nm)

delta optical density (604 nm)

delta optical density (482 nm)

A BDN - phos 1h - SN
0.20-
0.15-
° L ]
[ ]
0.10- % * O
0.05- ® % e
[ ]
[ ]
0.00 . . . T T
N \0\’@ 68‘ Q& ee’b
o &L P &’ »
%\) é'A NS Q‘O Q‘oo"
. 2 M b g
> S B3
ANOVA, F (4, 32) = 0.6254, p=0.6478
C VM - phos 1h - SN
0.06+
0.04-
0.02-
0.00-
0.024
0.04
o
090
%é
ANOVA, F(4, 31) = 0.3521, p=0.8406
E NNDMIA - phos 1h - SN
0.03-
0.02- ®
0.01-
0.00
-0.01
-0.02 T T T T T
< QR QR QR
\‘\v \(}’ o° oC QQc.v
N N X ‘2‘0 06-’
P ge 4 ,Q "2‘
> T &

ANOVA, F (4, 21) = 1.154, p=0.3590

43

B BDN - phos 24h - SN
~ 0.20-
£
&
< 0.15-
> L4 :{. o *
© L ]
g
g 0.05- L] 0'.. o of
£ .
[3)
S 0.00 T T 1 T T T
Q A < o QR S
@0\3 0\‘3' ‘»0\« Gﬁo %Qo QQc,
o & 9@ ° Qog %06
’@ é' S G,,é’ X f
> 9 >
ANOVA, F (5, 37) = 0.8300, p=0.5367
D VM - phos 24h - SN
0.06-
0.04
0.02-

0.00--

-0.02+

delta optical density (596 nm)

-0.04

ANOVA, F(5,37) = 0.4336, p=0.8222

F NNDMIA - phos 24h - SN
0.03+
0.02- i
0.01-
0.00-"

-0.01+

delta optical density (604 nm)

-0.02

ANOVA, F (5,28) = 1.100, p=0.3826



delta optical density (545 nm)

delta optical density (432 nm)

G RHODANINE - phos 1h - SN
~ 0.10+
€
c
g
3 0.054
2
)
T 0.004-
©
g
2 -0.05
(o]
s
T
© -0.10 T T T T T
<
$?' \0\3’ 6$ o° Qéz’
& oSS
]
& > X O o
N %é é' p ’Q
> s
ANOVA, F (4, 36) = 1.271, p=0.2992
[ COUMARIN - phos 1h - SN
0.15-
0.10-
0.05-
0.00+
-005 I I 1 1 1
A
s \0& ee’b o»° @&
<~ & P & v
N N X Y -
2l T & »
ANOVA (4, 21) = 2.226, p=0.1009
K NILE RED - phos 1h - SN
0.04 5
0.02 1

0.00-- -«

-0.02

-0.04

ANOVA, F(4, 25) = 0.8695, p=0.4959

delta optical density (545 nm)

delta optical density (432 nm)

44

H  RHODANINE - phos 24h - SN

0.104
0.05+

0.00

-0.05

delta optical density (446 nm)

-0.10 T

ANOVA, F(5, 39) = 6.204, p=0.0003
*p<0.05; #p=0.0015 in rel. SN-SUCC WAT

J COUMARIN - phos 24h - SN
0.15+

0.10-
0.05-

.00+t e

-0.05-1—

ANOVA, F (5, 35) = 1.390, p=0.2520

L NILE RED - phos 24h - SN
0.047

0.02-
0.00-

-0.024

ANOVA, F(5, 36) = 1.328; p=0.2745



45

4.6. Estudo comparativo entre amostras de sobrenadantes de macroéfagos
desafiados com BCG e tratados com Silicea terra e amostras dos préprios

medicamentos.

Nesse experimento, observou-se que o BDN interagiu com todas as trés poténcias
de Silicea terra (6 cH, 30 cH e 200cH) e apenas com o sobrenadante tratado com Silicea
terra 6¢H (Figura 8 — A/B). Assim sendo, houve uma clara correlacdo entre a Silicea terra
6¢cH e o sobrenadante tratado com esse mesmo medicamento, quando o BDN foi usado
como marcador. As demais poténcias que nao interagiram com o BDN (30 cH e 200cH),
ao contrario, mostraram interacdo com 0 violeta metileno quando as amostras dos
respectivos sobrenadantes foram analisadas (Figura 8 - E). Nota-se, portanto, certo
“‘deslocamento” de 75 nm no pico de absorbancia entre Silicea terra 30cH ou 200cH e o
respectivo sobrenadante. Tal diferenca pode ser atribuida a influéncia dos demais
componentes do sobrenadante sobre o perfil de interacdo com o corante, a semelhanca

do que foi observado com Phos 6¢H (Figura 6, J e K).

Figura 8. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliagdo de sobrenadantes de
macrofagos desafiados com BCG e tratados com Silicea terra — comparagdo com amostras
dos préprios medicamentos / veiculo. Os valores representam a média + intervalo de confianca
de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno; NILE RED =
Vermelho do Nilo; SIL = Silicea terra; VEHICLE = etanol 30% (veiculo); SN = sobrenadante; SN —
MO = sobrenadante de macrofagos nao infectados. Os dados estatisticos estdo representados em
cada grafico.
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4.7. Estudo comparativo entre amostras de sobrenadantes de macrofagos
desafiados com BCG e tratados com Zincum metallicum e amostras dos
préoprios medicamentos

O corante BDN interagiu com o medicamento Zincum metallicum 6 cH e 200cH. As
amostras dos sobrenadantes tratados com Zincum metallicum 6 cH e 200 cH foram
marcadas pelo corante Violeta metileno (Figura 9 — B/E). Mais uma vez, observa-se o
‘desvio para a direita” de 75 nm no espectro de luz visivel entre amostras puras de

medicamentos e 0s respectivos sobrenadantes.
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Figura 9. Screening de corantes solvatocromicos para avaliagdo de sobrenadantes de
macré6fagos desafiados com BCG e tratados com Zincum metallicum — comparagdo com
amostras dos proprios medicamentos / veiculo. Os valores representam a meédia + intervalo de
confianca de 95%. COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno;
NILE RED = Vermelho do Nilo; ZINC = Zincum metallicum; VEHICLE = etanol 30% (veiculo); SN =

sobrenadante; SN — MO = sobrenadante de macréfagos nao infectados. Os dados estatisticos
estdo representados em cada grafico.

A BDN - Zincum - SN B BDN - Zincum - MED
~ 0.15- —~ 0.20-
E £
[ ]
N o
g ® e . S 0.15-
> 010 o o 2 o[® *
2 g 0.10 L
[ ] o 0. -1 [ 3 [ ]
S °{8 ° ° ¢ °o5o
= S *
S 0.054 ° o =
= . ° S 0.054 e 3
2 s i : P %‘
g ) 2 a S 0.00
0.00 T T * ! ! QI, le ! QI«
L N & Ry Ry Rod o° o° 8¢
. & e S & & ,\0‘5 B
T N & & ¢ O
6é q,é‘ "oé' é:‘,
@ ANOVA, F(3,25) = 4.975, p=0.0076
ANOVA, F(4, 35) = 0.8123, p=0.5259 Tukey, p<0.01 in rel. Vehicle
C NNDMIA - Zincum - SN D NNDMIA - Zincum - MED
o 0.027 = 0.034
c c
< < 0.024
& 0.01 8
2 > 0.014
2 @
8 0.00 & 0.004
TG —
8 S -0.01
a -0.014 s
o o
P . g 0027
[} ©
© -0.02 T T T T 1 T -0.03 T T T 1
(o) < QR % QR <
N & ©° 'b°° ng & 68‘ X Q&
S >N O ) D ) N
T ¥ oy & e & & o P
3 h N & N A > O
> v v s

ANOVA, F(3, 18) = 0.8627, p=0.4783
ANOVA, F(2, 23) = 1.260, p=0.3142



delta optical density (432 nm)

delta optical density (446 nm)

49

delta optical density (557 nm)

E VM - Zincum - SN F VM - Zincum - MED
~ 0.10+
# €
0.06 -
0.04 * o[® £ 0.059
. >
[ ] e
: b * § 0.00
0.02 1 . s
S
[ ] =
0004 a2 e 07 :% X SN 5 -0.05
©
G
-0.02 T T I T T © -0.10 T T T T
o ¢ & N2 & Ry &
o}\,& @@o\z \;o@o ,bgo @go (9‘80 \;06 3 w@
O ) N ]
2
ANOVA.F(é. 21) =17 :2 00001 ANOVA, F(3, 31) = 0.1394, p=0.9357
Tukey, *p=0.03 in rel. controls
Tukey, #p=0.03 inrel. SN - ZINC 6 cH
G  COUMARIN - Zincum - SN H  COUMARIN - Zincum - MED
0.10+ 2 0.154
. 0g® o4 < ™
0054 § 0.0 .
>
S 0.054 °
0.00 1 S ®
T
-0.05- o
0.05 ] ole
S -0.054
-0.10 S o0
© .0.10 ! T .
< o o S
23 & @0\’ o&a" »° q’@"
» . D \Z & Y o
9 %é 6é 660 ) 1} 1)% oé
ANOVA, F(4,39) = 0.1296, p=0.9707 ANOVA, F (3, 32) =0.5231, p=.6695
| RHODANINE - Zincum - SN J RHODANINE - Zincum - MED
0.10 ~ 0.107
€ .
c
O
0.05 3 0.054
2
i3
0.00- & 0.00
o
E:
-0.05 3 -0.05
o
8
-0.10 o| Ql/ QI~ Ql‘ Q[ % -0.10 T T T 1
R © o@" ¢ o° 0\3’ 68‘ °$ Q(‘f‘
F £ ©° O > 9 » >
2

ANOVA, F(3,32) =0.5979, p=0.6211
ANOVA, F(4,39) = 0.0967, p=0.9829



50

K NILE RED - Zincum - SN L NILE RED - Zincum - MED
o 010
E 0.06—~ E
- g
& > * < 005
~ > . -
B 0.024 aé
g 0.00d.-3%*%....0. ..o FE= ols . 3
s ol® =
S -0.02] © 0.00---®-
s ° %
° -0.04 o P
5 T
S -0.06 : . . A , © -0.05 | | | T
o < > > > & & & &
es“ <,,~2§’V \;060 0@0 '1959 d}o\r \;cf’ o,be N
TS s v oy & ¢
3 > . % D
)

ANOVA, F(3, 32) =0.2371, p=0.8698
ANOVA, F(4, 40) = 0.9761, p=0.4314

4.8. Estudo comparativo entre amostras de Silicea terra e Zincum metallicum

O corante BDN marcou Silicea terra 6 cH, 30 cH e 200 cH e Zincum metallicum 6 cH e
200cH em relacao aos respectivos veiculos (Figura 10 — A/B).

Figura 10. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliagdo de amostras de Silicea
terra e Zincum metallicum. Os valores representam a média + intervalo de confiangca de 95%.
COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno; NILE RED = Vermelho
do Nilo; SIL = Silicea terra; ZINC = Zincum metallicum; VEHICLE = etanol 30% (veiculo). Os
dados estatisticos estao representados em cada grafico.
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4.9. Estudo comparativo entre amostras de sobrenadantes de macréfagos

desafiados com BCG e tratados com Silicea terra e Zincum metallicum

O corante BDN marcou apenas o sobrenadante tratado com Silicea terra 6 cH e
corante Violeta metileno marcou especificamente os sobrenadantes tratados com Silicea
terra 30 cH e 200 cH e Zincum metallicum 6 cH e 200 cH, em relagdo aos controles
(Figura 11 — A, E, F), deixando mais uma vez evidente o desvio de 75nm entre 0s picos
de amostras de medicamentos e sobrenadantes.
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Figura 11. Screening de corantes solvatocrémicos para avaliacdo de sobrenadantes de
macrofagos desafiados com BCG e tratados com Silicea terra e Zincum metallicum -
estudo comparativo. Os valores representam a meédia + intervalo de confianca de 95%.
COUMARIN = Cumarina; RHODANINE = Rodanina; VM = Violeta metileno; NILE RED = Vermelho
do Nilo; SIL = Silicea terra; ZINC = Zincum metallicum; VEHICLE = etanol 30% (veiculo); SN =
sobrenadante; SN — MO = sobrenadante de macréfagos nao infectados. Os dados estatisticos
estdo representados em cada grafico.
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5. Discusséao

Esse estudo teve como objetivo avaliar se corantes solvatocromicos podem ser
usados como método de escolha de medicamentos homeopaticos em diferentes
situacBes, ou como marcador fisico-quimico da atividade desses medicamentos, baseado
na comparagdo de interacdes entre diferentes corantes e diferentes amostras de
medicamentos homeopaticos ou de sobrenadantes de culturas celulares tratadas com os
mesmos medicamentos. Para isso, amostras armazenadas a -80°C provenientes de
estudos anteriores foram escolhidas.

Os experimentos anteriores versaram sobre o estudo da regulagcédo da atividade
de macréfagos RAW 264.7 in vitro, em diversas situacdes, tais como: apos desafio com
LPS e tratamento com Aspirina 15 cH (VON ANCKEN, 2021); ap6s desafio com
Encephalitozoon cuniculi e tratamento com Phosphorus (NAGAI et al., 2019) e apo6s o
desafio com BCG e tratamento com Silicea terra e Zincum metallicum (PINTO et al.,
2021). Os resultados obtidos nesses estudos instigaram a observagdao de parametros
fisico-quimicos desses medicamentos, 0s quais pudessem mostrar associacdo ou nao
com os respectivos efeitos bioldgicos.

Previamente, foram feitas andlises sistematicas de padrées morfolégicos de
microparticulas, observadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de
condutividade elétrica e, posteriormente, o comportamento dipolo do solvente foi avaliado
pelo método de Cartwright (DALBONI et al., 2018; BONAMIN et al., 2020). Este método
sinaliza possiveis mudancas no balanco de cargas das solucdes, produzindo variagdes na
absorbancia de corantes solvatocrdbmicos, as quais sdo observaveis por
espectrofotometria (CARTWRIGHT, 2018; 2019; 2020). Alguns corantes solvatocrdmicos
ligam-se aos cations bivalentes do solvente produzindo mudangas Opticas, quando
estimulados pela poténcia homeopatica, enquanto outros se comportam absorvendo o
comprimento de onda longa, na medida em que a polaridade do solvente diminui
(CARTWRIGHT, 2016; 2017; 2018a). Isso ocorre nos corantes de carga
predominantemente negativa. Os corantes positivos, por sua vez, absorvem o
comprimento de onda curta, na medida em que diminui a polaridade do solvente. Este fato
permite a interferéncia destes corantes como sinalizadores. Corantes solvatocromicos
mudam sua intensidade de cor e sdo especialmente sensiveis em resposta a mudanca na
polaridade do microambiente, viscosidade e ordem molecular (KLYMCHENKO, 2017).

A alta sensibilidade destes corantes sugere, entdo, sua utilizagdo ndo apenas

como ferramenta para o conhecimento da natureza fisico-quimica das poténcias
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homeopaticas, mas também para identificar, de forma preditiva, sua acdo em diversos
sistemas biologicos (BONAMIN et al., 2020; APARICIO et al.,, 2020 a,b; PINTO et al.,
2021a).

Um estudo anterior permitiu a avaliacdo de amostras de agua coletadas em um
sistema de lagos utilizando o corante solvatocromico violeta metileno como sonda, antes
e apos a imersao, na fonte, de Phosphorus 30 cH, para o tratamento de um lote de
animais. Os resultados desse estudo foram surpreendentes (APARICIO et al., 2020a) e
demonstraram a importancia e o alcance pratico desse método como forma de rastrear os
efeitos de preparacbes homeopaticas em grandes volumes de agua. Tal aplicabilidade é
especialmente relevante, dado que o tratamento de grandes plantéis de animais e a
irrigacdo de grandes plantacbes com produtos homeopaticos € fato rotineiro no Brasil
(SOUZA, 2002, REAL, 2008; CASALI et al., 2011) e representa importante perspectiva de
inovacao tecnoldgica, face a crescente demanda para a reducdo de residuos quimicos
nos produtos alimentares tanto de origem animal, quanto vegetal (OLIVEIRA e VIEGAS,
2004; VARGAS, 2004; REAL, 2008; VALENTIM-ZABOTT, 2008; COSTA, ARAUJO e
FREITAS, 2009; RESENDE, 2010; SIENA, 2010; BRACCINI, 2011; CASALI et al., 2011;
RATH et al., 2018; BRACCINI et al., 2019; FUZINATTO et al., 2019). Essa abordagem
apresenta grande adaptabilidade ao modelo de producéao organica, pois substitui o uso de
substancias nocivas que contaminam plantas, solo e agua, ou mitiga seus efeitos nos
sistemas vivos expostos a elas (PINTO et al., 2021); portanto, impacta na producao de
alimentos ecologicamente sustentaveis (PINTO e DE ALMEIDA, 2002; SOUZA, 2002;
REAL, 2008; BRACCINI et al 2019; SCHMIDT, 2020).

Em um modelo experimental, os efeitos atenuantes da toxicidade do cloreto de
mercurio em Artemia salina apds o tratamento da agua com Mercurius corrosivus 30cH
também foi associado a interacdo desde medicamento com o corante solvatocrémico
ET33 (PINTO et al.,, 2021a). Por outro lado, a propriedade solvatocrémica do corante
cumarina sinalizou um potencial marcador fisico-quimico de importancia preditiva para o
isoterapico Glifosato 6¢cH (NAGAI, 2021).

Outra aplicacdo desse método diz respeito a pesquisa basica em homeopatia.
A partir da hip6tese da ressonancia elétrica (SMITH, 2015; YINNON, 2011, 2017), pode-
se sugerir uma linha de investigacao sistemética sobre os mecanismos de acdo das
ultradiluicdes homeopaticas (KLEIN et al., 2018; TOURNIER et al., 2020). Outros métodos
de anadlise de preparacdes homeopaticas associados a processos de ressonancia, cComo 0
VibraHT, revelado por meio de imagens, também constataram sinais especificos de cada

preparacdo homeopatica em relacdo a agua usada como controle (ZANCO et al., 2021).
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Contudo, o estabelecimento de correspondéncias entre efeitos bioldgicos decorrentes de
tratamentos homeopaticos e frequéncias de ressonancia ainda é incerto. Ainda que
exploratéria e entusidstica, essa abordagem poderia futuramente trazer uma nova
ferramenta diagnéstica, caso seja demonstrada experimentalmente (CHATTOPADHYAY
e MAHATA, 2016). A absorcéo de energia depende da estrutura eletronica da molécula e,
por isso, a espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis tem ampla aplicacdo na
caracterizagdo de uma série de propriedades de diversas espécies organicas e
inorganicas (SMITH, 2015).

Recentemente, estudos preliminares sobre a correspondéncia entre os efeitos
biologicos das diluicbes de Antimonium crudum e os efeitos do mesmo medicamento
sobre corantes solvatocromicos (BONAMIN et al., 2020) serviram de baliza para a
realizacdo de pesquisas voltadas para a validacdo dessa hip6tese, como é o caso do
presente trabalho. Nesse mesmo estudo, observou-se que diluicbes homeopaticas de
Antimonium crudum sao sensiveis a exposicao a correntes elétricas fracas e repetidas.

A interacdo de poténcias homeopaticas com corantes solvatocrémicos tem sido
minuciosamente estudada nos Ultimos anos. O uso de [-ciclodextrina para o
encapsulamento das moléculas do corante reforca a hipdtese de ressonancia elétrica,
pois evita 0 contato direto entre as moléculas do corante e o solvente polar (no caso,
agua, etanol e alcool butilico terciario), entretanto, a interacdo entre corante e poténcia
homeopatica se mantém, de forma que as oscilacdes de absorbancia continuam a ocorrer
da mesma forma que ocorreriam apés a diluicdo direta do corante no respectivo solvente
(CARTWRIGHT In: BONAMIN e WAISSE, 2019; CARTWRIGHT, 2020).

Entre os estudos realizados previamente in vitro, alguns medicamentos foram
abordados, como Silicea terra, Zincum metallicum, Antimonium crudum e Phosphorus,
cada um associado a perfis especificos segundo o agente infeccioso testado
(NASCIMENTO et al. 2017; NAGAI et al., 2019; APARICIO et al., 2020a; BONAMIN et al.,
2020; PINTO et al., 2021). Por esse motivo, amostras de alguns desses estudos mantidas
em arquivo foram utilizadas para a execugédo deste trabalho, sendo os medicamentos
mantidos a temperatura ambiente, em local protegido de luz e livre de interferéncias
eletromagnéticas e as amostras de sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7 mantidas
em freezer, a temperatura de -80°C e em condi¢cdo de esterilidade. Uma bateria de
corantes e repeticdes foi organizada, em experimentos sequenciais conduzidos em cego,
de forma que diferentes amostras de medicamentos e sobrenadantes pudessem ser
testados em trés séries (ou repeticdes) experimentais, sendo que em cada série as

amostras foram processadas em triplicata.
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A primeira fase do trabalho consumiu alguns meses de padronizacdes
envolvendo cada passo da técnica aplicada, tais como: a) a necessidade de filtrar cada
uma das amostras apés a ultima agitacdo (30 vezes) imediatamente antes de coloca-las
nas cubetas, para atenuar eventuais efeitos inespecificos da lixiviagdo do frasco de vidro
ou de contaminantes; b) manipular uma colecéo fixa de 1cH preparada em alcool 30% a
partir de todas as amostras de sobrenadante a 10%, a semelhanca o que foi feito para a
tltima poténcia dos medicamentos analisados, minimizando ao maximo interferéncias na
leitura alheias as variag6es do proprio solvente; c) diluir todos os corantes em é&lcool P.A.
para que todas as analises fossem comparaveis entre si €, a0 mesmo tempo, garantir a
solubilidade de todos eles; d) confeccionar recipiente especifico para armazenamento e
transporte de todas as amostras mantendo-as isoladas e protegidas até o término do
experimento; e) utilizar somente frascos novos, iguais e autoclavados, feitos com vidro
ambar tipo 2, provenientes de um mesmo fornecedor; f) fazer experimento piloto para
determinar o melhor padréo de cubetas.

Em relacdo ao preparo dos corantes e a espectrofotometria em si, outros
procedimentos adicionais foram necessarios para a devida padronizacdo, como dupla
checagem dos valores de pesagem e de espectrofotometria, avaliagdo de eventual
decaimento de absorbancia em funcao do tempo, padronizacdo do horario das medidas e
das condi¢cbes ambientais, como temperatura, umidade e leitura do fluxo magnético. Outro
fator importante de padronizacdo foi o fluxo de trabalho, em que 0s corantes eram
preparados em um dia e as analises eram feitas em trés séries, em dias consecutivos. A
protecdo das amostras e dos corantes a luz foi observada em todas as etapas do
processo, desde o preparo até a leitura em espectrofotbmetro. Durante a leitura, outro
cuidado importante foi o tempo transcorrido para fazer todas as andlises, sem intervalos,
para evitar a evaporacdo do alcool nas cubetas.

Todas as amostras analisadas foram diluidas 1:10 em agua pura estéril antes
da preparacédo da ultima poténcia centesimal em alcool 30%, com prazo de validade de
dois anos, a fim de serem usadas sequencialmente nas andlises espectrofotométricas.
Assim sendo, todo material de partida (medicamento ou sobrenadante) foi diluido 1:1000
vezes antes da imersdo nas cubetas, contendo os respectivos corantes. Dado que a
proporcdo amostra / corante se da na relacao 1:60, tem-se que a concentracao final do
material bruto a ser submetida a andlise foi de 1:60.000 ou 1,6 x 10 %. Em termos
préaticos, zero. Esse procedimento exclui praticamente qualquer interferéncia de carater

molecular nas leituras, de forma que as oscilacdes de absorbancia encontradas possam
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ser atribuidas exclusivamente as mudancas de polaridade do solvente em funcdo da
natureza de cada amostra.

O calculo da absorbancia relativa permitiu que os valores a serem langcados na
analise estatistica fossem normalizados de acordo com o pico de absorbancia do corante
puro obtido no mesmo dia das analises, para cada repeticao.

Finalmente, os resultados obtidos mostraram certa associacdo entre a
interacdo dos medicamentos com 0s corantes solvatocrdmicos e a interagdo dos
respectivos sobrenadantes com 0s mesmos corantes, com poucos desvios, face as
variacbes no comprimento de onda correspondente ao pico da absorbancia observadas
entre amostras de medicamentos e de sobrenadantes, com arraste de 35 a 75 nm, o que
resultou na marcacao por outro corante da mesma banda espectrométrica (regides do
violeta e do amarelo, dependendo da amostra). Tais correspondéncias entre resultados
corrobora a hipotese dos corantes solvatocromicos terem possivel valor preditivo na
determinacao da atividade biolégica das poténcias homeopéaticas e no rastreamento dos
sistemas liquidos tratados com insumos homeopaticos.

Um resumo dos resultados obtidos esta listado no Quadro 4. Os resultados
detalhados estdo sumarizados em Material suplementar 1 e 2.

Curiosamente, observa-se que o0 corante Rodanina interatuou com agua ou
veiculo sucussionados e com sobrenadantes de macréfagos desafiados ou ndo, mas
igualmente tratados com tais veiculos sucussionados. Em termos de efeito biologico, o
tratamento do sobrenadante com veiculo sucussionado induziu atividade pré-inflamatoria
e pro-oxidativa em macrofagos desafiados com LPS (VON ANCKEN, 2020) e aumento da
producdo de MCP-1, IL6 e TNFa em macrofagos desafiados com E. cuniculi (NAGAI et
al., 2019). Desta maneira o corante Rodanina pode ser considerado um bom marcador
relacionado a atividade de espécies reativas de oxigénio, de tal forma que sinalizou a
atividade da agua sucussionada como pré-inflamatéria e pro-oxidativa em sobrenadantes
de macrofagos desafiados com LPS. Da mesma forma, a Aspirina 15 cH pode modular
manifestagbes inflamatorias de macréfagos RAW 264.7 desafiados com LPS,
aumentando o spreading e a concentragcdao de H202 no sobrenadante (VON ANCKEN,
2020). Note-se que o0s sobrenadantes tratados com Aspirina 15cH também foram
responsivos a Rodanina, embora n&do exclusivamente. Tal responsividade talvez sinalize a
presenca de atividade oxidativa decorrente da sucussdo em si, somada a atividade
oxidativa celular, a partir de macréfagos ativados pelo LPS.

Assim sendo, o corante Rodanina, ao contrario dos demais corantes

solvatocromicos testados, pode sinalizar ou interagir como sonda para identificacdo de



61

atividade oxidativa no meio liquido em diferentes situa¢cdes. Importante notar que o tempo
de exposicao do sobrenadante ao veiculo sucussionado foi relevante para que os efeitos
sobre a Rodanina fossem perceptiveis, o que reforca a hipétese de sinalizacdo de
atividade oxidativa do meio, a qual depende de certo tempo para se estabelecer.

Corantes organicos a base de Rodanina possuem propriedades aceptoras de
elétrons (WAN et al., 2017), o que favorece o processo de transferéncia de protons e
revela sua alta sensibilidade (EL-ZOHRY et al., 2020). Além disso, sdo sondas
biocompativeis, embora também sejam candidatos proficientes para imagens
fluorescentes em células vivas e, consequentemente, exprimam alta eficiéncia quantica e
grande potencial para uso diagnostico (CHRISTOPHER LESLEE et al., 2019). Portanto ha
uma base fisica de informacdo molecular, onde héa transferéncia de elétrons impressa em
solugcbes aquosas (JERMAN et al., 1999). A medida que produz mudancas de
absorbancia muito grandes, a Rodanina também pode ser (til para estudar a estrutura e a
dindmica de membranas excitdveis (WAGGONER, 1976). Em células leucémicas, 0 uso
de Rodanina levou a aumento do nivel de producdo de espécies reativas de oxigénio
(MOORTHY et al., 2010), o que € compativel com os achados descritos nesse trabalho.

Em contrapartida, a responsividade a Cumarina de sobrenadantes de
macrofagos ndo desafiados e tratados com a Aspirina 15¢cH, bem como de sobrenadantes
de macréfagos desafiados com LPS e nao tratados, pode sinalizar solvatocromismo
especifico para tais variaveis (LPS e Aspirina 15cH). Curiosamente, ambos mostraram
efeitos similares in vitro no que diz respeito a ativacdo macrofagica e a associacdo de
ambos produziu efeito anti-inflamatério paradoxal, corroborando a interacao entre eles no
contexto celular (VON ANCKEN, 2021). A responsividade do sobrenadante de
macrofagos desafiados com LPS a Cumarina, mesmo que ndo tratados com nenhum
insumo dinamizado, sugere a possibilidade de utilizagdo do método desenvolvido por
Cartwright também como meio diagnostico, desde que tais efeitos sejam reproduzidos em
estudos sistematicos e independentes. Esse resultado, portanto, inspira 0
desenvolvimento de uma nova linha de pesquisa.

A responsividade do corante BDN a sobrenadantes de macrofagos desafiados
com LPS e tratados com Aspirina 15cH ou Aspirina 15cH-EF (submetida a correntes
elétricas de baixa intensidade) nao foi observada em macréfagos desafiados com LPS e
nao tratados, sugerindo entdo a especificidade desse corante a Aspirina 15cH,

independente da exposicao a correntes elétricas.



Quadro 4. Relacdo de amostras analisadas e 0s respectivos corantes que apresentaram

interacdo, ou variacdes na absorbancia relativa.

Experimento Estimulo Amostra testada Corante reativo
desafiante
Controle sistemético - agua 1cH Rodanina
etanol 0.3% 1cH Rodanina
- Aspirina 15 cH etanol
Aspirina 15 cH agua BDN
Aspirina 15 cH etanol EF BDN
Aspirina 15 cH agua EF BDN
SN nédo desafiado tratado com agua Rodanina
1cH
Aspirina 15cH ) SN néo desafiado tratado com Aspirina Rodanina
15cH
SN néo desafiado tratado com Aspirina Cumarina
15cH
SN desafiado com LPS 1ug/ml Cumarina
SN desafiado com LPS e tratado com BDN
Aspirina 15cH
LPS SN desafiado com LPS e tratado com BDN
Aspirina 15cH (EF)
SN desafiado com LPS e tratado com Rodanina
Aspirina 15¢cH
SN desafiado com LPS e tratado com Rodanina
Aspirina 15cH (EF)
- Phosphorus 6¢cH (DHERMUS) Cumarina
Phosphorus
E cuniculi SN desafiado com E. cuniculi e tratado Rodanina
(6, 30, 200cH)
com etanol 1cH por 24 horas
Silicea terra 6¢H BDN
- Silicea terra 30cH BDN
Silicea terra 30cH BDN
Silicea terra SN desafiado com BCG e tratado com BDN
(6, 30, 200cH) Silicea terra 6¢H
BCG SN desafiado com BCG e tratado com Violeta metileno
Silicea terra 30cH
SN desafiado com BCG e tratado com Violeta metileno
Silicea terra 200cH
Zincum metallicum - Zincum metallicum 6¢cH BDN
(6, 30, 200cH) Zincum metallicum 200cH BDN
SN desafiado com BCG e tratado com Violeta metileno
BCG Zincum metallicum 6¢H

SN desafiado com BCG e tratado com
Zincum metallicum 200cH

Violeta metileno
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Tomando-se os dados em conjunto, os efeitos pro-inflamatorios isolados do
LPS, da Aspirina 15cH ou da prépria agua sucussionada apresentaram correspondéncia
com a sinalizagdo pela Cumarina; ao contrario, os efeitos anti-inflamatodrios obtidos pela
associacdo de ambos os fatores (quais sejam, o desafio com LPS e o tratamento com
Aspirina 15cH) mostram correspondéncia com a sinalizacéo pelo BDN.

Os corantes amarelos Cumarina e Rodanina apresentaram efeitos inversos em
relacdo a exposicdo aos sobrenadantes de células desafiadas com LPS, sendo que a
Cumarina apresentou aumento na absorbancia relativa e a Rodanina mostrou diminuicao.

Tais oscilagbes aparentemente opostas ndo indicam variagcdes quantitativas na interagéo

corante / poténcia, mas variagdes qualitativas que expressam diferentes formas de
interacdo, ou seja, diferentes balancos de cargas no solvente estruturado, que podem ser
entendidos como variagcdes no momento dipolo do solvente (CARTWRIGHT, 2018; 2020).
O interessante neste fato € que tal efeito qualitativo depende da estrutura
particular de cada corante, consequentemente, a alteragcdo estrutural que ocorre no
solvente na presenca de uma dada amostra implica em variacfes de cor correspondentes
nos corantes solvatocrémicos ali diluidos, sendo que cada um tem sua particularidade. De
acordo com Cartwright (2016; 2017), uma poténcia homeopatica que aumentasse a
polaridade de qualquer classe de corante inevitavelmente afetaria seus espectros de
maneira semelhante aquela observada no aumento da polaridade do solvente. Por
exemplo, um corante solvatocrbmico negativo tornado mais polar deve exibir um
deslocamento hipocrdmico no mesmo solvente, enquanto um corante positivamente
solvatocrémico tornado mais polar deve exibir um deslocamento batocrémico no mesmo
solvente (CARTWRIGHT, 2016). Vale lembrar que o processo de dinamizacéao (diluicdo +
agitacdo) influencia a natureza de nanoassociados, portanto, as oscilagbes de
absorbancia dos corantes pela adicdo de amostras dinamizadas podem revelar oscilages
estruturais do proprio solvente. Assim sendo, o limite de Avogadro (Loschmidt) deixa de
ser relevante nesses casos (VAN WASSENHOVEN et al.,, 2018), uma vez gque essa
constante esta associada ao comportamento do soluto e ndo do solvente.
Tradicionalmente, o Violeta metileno é usado para marcacdo nuclear, por
formar complexos com o DNA (MORRISON et al., 1997). A interacdo do Phosphorus
30cH com o corante Violeta metileno observada em APARICIO et al., (2020b) nao foi
reproduzida no presente ensaio. Contudo, ha que se considerar as variacbes de
protocolo: no estudo anterior, o corante Violeta metileno foi preparado em agua com pH
corrigido para 4.9, valor equivalente ao pKa do corante. Em tais condi¢cdes de preparo,

esse corante aumenta muito sua sensibilidade, embora perca especificidade



64

(CARTWRIGHT, 2017). O presente estudo tem uma abordagem comparativa entre
corantes e amostras, nesse caso, foi fundamental que todos os corantes fossem
preparados em um mesmo solvente e o alcool absoluto foi o escolhido pelo fato de ser o
Unico solvente polar capaz de solubilizar igualmente todos os corantes estudados. Dessa
forma, a aparente contradicdo de resultados pode ser mera consequéncia da escolha do
solvente em cada situacdo experimental.

Os medicamentos Silicea terra 6 cH, 30 cH e 200 cH e Zincum metallicum 6 cH
e 200 cH foram marcados pelo corante BDN, apresentando significancia estatistica em
relacdo ao respectivo veiculo. Dentre os SNs de macrofagos desafiados com BCG,
somente aquele tratado com Silicea terra 6 cH apresentou interacdo com BDN, enquanto
0s SNs tratados com Silicea terra 30 cH e 200cH apresentaram interacdo com o Violeta
metileno, assim como os SNs de culturas tratadas com Zincum metallicum 6¢cH e 200cH.
Tal discrepancia de interacdes da Silicea terra 30 cH e 200cH com os corantes BDN e
Violeta metileno em fungdo das diferentes amostras mostra certo “arraste” a direita no
espectro de luz visivel, de forma que o Violeta metileno passou a ser o melhor marcador
no caso dos sobrenadantes e o BDN mostrou-se como melhor marcador dos
medicamentos. Isso sugere haver pequenas interferéncias nos padrées de ressonancia
eletrbnica do corante em funcéo da natureza da amostra e de sua capacidade de mudar a
polaridade do solvente, ainda que se refiram aos mesmos insumos dinamizados.
Inversamente, o Zincum metallicum 30 cH néo foi responsivo a nenhum dos corantes.
Nesse caso, uma nova bateria de testes utilizando outra palheta de corantes seria
necessaria para identificar um possivel marcador. Considerando amiude os efeitos
bioldgicos da Silicea terra e do Zincum metallicum em macréfagos RAW 264.7 desafiados
com BCG, a Silicea terra 6¢H esta relacionada ao balanco entre IL6 e IL10, a Silicea terra
30cH esta relacionada a maior internalizacéo de bacilos e degeneracéo celular e a Silicea
terra 200cH esté relacionada a maior atividade lisossémica, associada a aumento na
producéo de IL10 e reducéo na producao de H202 (PINTO et al., 2021b).

Faz-se necessario reforcar que tais associacdes ndo podem ser consideradas
relacbes de causa e efeito, mas um primeiro passo ou um indicador consistente de que
mais pesquisas devem ser feitas e com técnicas mais especificas, no sentido de validar
ou ndo as hipdteses propostas para a compreensdao 0s mecanismos de acao dos
produtos dinamizados, tal como a hipotese da ressonéncia elétrica / eletrodinamica
guantica (MANZALINI, GALEAZZI, 2019; TOURNIER, 2020).
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6. Conclusao

Os corantes solvatocromicos séo considerados marcadores ou “sondas”
capazes de indicar a atividade de poténcias homeopaticas, provavelmente por
ressonancia elétrica com o solvente. Neste estudo observamos que corantes especificos
podem sinalizar poténcias homeopéaticas de diferentes origens, com grau razoavel de
correspondéncia entre os medicamentos e as respectivas amostras bioldgicas tratadas,
nesse caso, sobrenadantes de cultura celular.

Conclui-se, portanto, que a Rodanina é um bom marcador de solventes
submetidos a sucussdo, provavelmente em funcdo da atividade oxidativa associada;
Cumarina € marcador de Phosphorus 6¢H e de sobrenadantes tratados com Aspirina 15
cH e LPS; BDN é marcador de Silicea terra 6 cH, 30 cH e 200 cH, Zincum metallicum 30
cH e 200cH e Aspirina 15cH; Violeta metileno é marcador de sobrenadantes tratados com
Silicea terra 30 cH e 200cH, bem como Zincum metallicum 6 cH e 200cH. Os demais

corantes nao apresentaram interacdes especificas com as amostras estudadas.

7. Conflito de interesses

N&o hé& conflito de interesses relacionado a este projeto.
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Material suplementar 1. Tabela demonstrativa referente ao estudo da interacdo de
corantes solvatocromicos como marcadores em amostras de controles, medicamentos e

sobrenadantes desafiados e tratados com medicamentos dinamizados. CONT SIST
controle sistematico; CONT SIST ASP =
medicamento; SN = sobrenadante.

controle sistematico Aspirina; MED

Grupos Parametros BDN | COUMARINA | NNDMIA | RODANINA | VM | REDNILE
CONT SIST WATER
CONT SIST SUCC WATER <
we
CONT SIST VEHICLE (HA 30)
CONT SIST | SUCC VEHICLE (HA 30) <
we
CONT SIST LPS .
ASP b
CONT SIST LPS + WATER
ASP
CONTSIST | LPS + SUCC WATER
ASP
CONT SIST SUCC WATER .
ASP Ve
MED ETHANOL 30%
MED ASP 15 cH ETH
LY
MED ASP 15 cH WAT -
L3
MED ASP 15 cH ETH EF .
hY
MED ASP 15 cH WAT EF -
SN UNCHALLENGED (MO)
LY L
SN SUCC WATER - -
1
SN LPS -
L3
SN ASP 15 cH .
SN LPS + ASP 15 cH . v
LY L
SN LPS + ASP 15 cH (EF) - .y
SN LPS + SUCC WATER
SN LPS + ASP 200 G
MED ETHANOL 30%
MED PHOS 6 cH =
MED PHOS 30 cH
MED PHOS 200 cH
SN 1 Hr MO + SUCC WAT
SN 1 Hr VEHICLE
SN1Hr PHOS 6 cH
SN1Hr PHOS 30 cH
SN 1 Hr PHOS 200 cH
SN 24 Hrs MO + E CUN
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SN 24 Hrs MO + SUCC WAT b
b
SN 24 Hrs VEHICLE
SN 24 Hrs PHOS 6 cH
SN 24 Hrs PHOS 30 cH
SN 24 Hrs PHOS 200 cH
MED VEHICLE
MED SIL 6 cH ‘\“‘
MED SIL 30 cH \‘&
MED SIL 200 cH \‘?.
MED VEHICLE
MED ZINC 6 cH \‘?’
MED ZINC 30 cH
MED ZINC 200 cH \w’
SN MO
SN VEHICLE
SN SIL 6 cH \“-’
SN SIL 30 cH “&
SN SIL 200 cH “g’

Grupos

Parametros

BDN

COUMARINA

NNDMIA

RODANINA VM

RED NILE

Siglas e abreviaturas estéo inseridas na lista, paginas 7 e 8.
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Material suplementar 2. Tabela de resultados obtidos da interacdo de corantes
solvatocrémicos com amostras de medicamentos, SNs bioldgicos e controles do presente

estudo correlacionadas a dados de amostras de estudos anteriores.

Referéncia Amostras Positividade a Comprimento
Corantes de onda (nm) Atividade biolégica em macréfagos
Solvato-
crémicos Mediador Fagocitose | Atividade H:0: Spreading
lisossémica
[PINTO et al., SCWATER
2021b)
[PINTO et al., SCSUCCWAT RODANINA 446
2021b)
[PINTO et al., SC VEHICLE (HA
2021b] 30)
[PINTO et al., SC SUCC VEHICLE RODANINA 446
2021b] (HA 30)
[PINTO etal., SN (SIL) MO
2021b)
[PINTO etal., SN (SIL) VEHICLE
2021b]
[PINTO etal., SN (SIL) SIL6 cH BDN 482 IL6 ; IL10 <
2021b]
[PINTO etal., SN (SIL) SIL30 cH VM 557 * >
2021b]
[PINTO etal., SN (SIL) SIL 200 cH VM 482 ;596 IL10 S #> *¥
2021b]
[PINTO etal., (MED SIL)
2021b] VEHICLE
[PINTO etal., (MED SIL) SIL6 cH BDN 482
2021b]
[PINTO et al., (MED SIL) SIL 30 BDN 482
2021b] cH
[PINTO et al., (MED SIL) SIL 200 BDN 482
2021b) cH
[PINTO et al., SN (ZINC) - MO
2021b]
[PINTO et al., SN (ZINC) -
2ozl VEHICLE
[PINTO et al., SN (ZINC) - ZINC 6 VM 557 *< *>
2021b) cH
[PINTO et al., SN (ZINC) - ZINC S *s
2021b] 30 cH
[PINTO et al., SN (ZINC) - ZINC VM 557 NAO *< *>
2021b] 200 cH
[PINTO et al., (MED ZINC)
2021b] VEHICLE
[PINTO etal., (MED ZINC) ZINC BDN 482
2021b]
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6 cH
[PINTO et al., (MED ZINC) ZINC
2021b] 30 cH
[PINTO et al., (MED ZINC) ZINC BDN 482
2021b] 200 cH
[NAGAI MY, SN (PHOS 1h)
2019] SUCCWAT
[NAGAI MY, SN (PHOS 1h)
2019] VEHICLE
[NAGAI MY, SN (PHOS 1h)
2019] PHOS 6 cH
[NAGAI MY, SN (PHOS 1h)
2019 PHOS 30 cH
[NAGAI MY, SN (PHOS 1h) Rantes
2019] PHOS 200 cH
[NAGAI MY, SN (PHOS 24h)
2019] MO +E CUN
[PINTO etal., SN (PHOS 24h) RODANINA 446
2021b; NAGAI SUCC WAT
MY, 2019]
[NAGAI MY, SN (PHOS 24h)
2019] VEHICLE
[PINTO et al., SN (PHOS 24h)
2021b; NAGAI PHOS 6 cH
MY, 2019]
[NAGAI MY, SN (PHOS 24h)
2019 PHOS 30 cH
[PINTO et al., SN (PHOS 24h)
2021b; NAGAI PHOS 200 cH
MY, 2019]
[NAGAI MY, (MED DHERMUS)
2019] ETHANOL 30%
[PINTO et al., (MED DHERMUS) CUMARINA 482
2021b; NAGAI PHOS 6 cH
MY, 2019]
[NAGAI MY, (MED DHERMUS)
2019] PHOS 30 cH
[NAGAI MY, (MED DHERMUS)
2019 PHOS 200 cH
[PINTO et al., (MED HN)
2021b) ETHANOL 30%
[PINTO et al., (MED HN)
2021b) ETHANOL 30%

succ
[PINTO et al., (MED HN) PHOS 6
2021b) cH
[PINTO et al., (MED HN) PHOS
2021b) 12 cH
[PINTO et al., (MED HN) PHOS
2021b)

30cH
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[PINTOetal, | (SCASP)LPS CUMARINA I N2 T
2021b)
(T™NO)
[PINTO et al., (SC ASP) LPS +
2021b) WATER
[PINTO et al., (SC ASP) LPS +
2021b) SUCC WATER
[PINTO et al., (SC ASP) succ RODANINA 432 ; 446 IL-10; TNFa s], ’[‘
2021b; VON WATER
ANCKEN ACB.
2021]
[VON ANCKEN (SN ASP)
ACB. 2021] UNCHALLENGED
(mo)
[PINTO et al., (SN ASP) succ RODANINA 446
2021b; VON WATER
ANCKEN ACB.
2021]
[PINTO etal., (SN ASP) LPS CUMARINA
2021b; VON
ANCKEN ACB.
2021]
[PINTO et al., (SN ASP) ASP 15 CUMARINA 432 ; 446 /P /P
2021b; VON cH
ANCKEN ACB.
2021]
[PINTO et al., (SN ASP) LPS + 482 ; 446
2021b; VON ASP 15 cH
ANCKEN ACB.
2021]
[PINTO et al., (SN ASP) LPS + 482 ; 446
202l WO ASP 15 cH (EF)
ANCKEN ACB.
2021]
[VON ANCKEN (SN ASP) LPS +
ACB. 2021] SUCC WATER
[VONANCKEN | (SN ASP) LPS + IL-10; TNFa N2 N2
ACB. 2021] ASP 200 pg
Referéncia Amostras Corantes Desnsidade mediadores Fagocitose Atividd H20: Spreading
Solvatocrémicos optica (nm) lisossomal

Siglas e abreviaturas estéo inseridas na lista, paginas 7 e 8.




