REVISTA GESTAO & SAUDE (ISSN 1984 - 8153)

ACAO IMUNOMODULADORA DO PRODUTO M2 NA INTERACAO
MACROFAGO- LEISHMANIA

IMMUNOMODULATING ACTION OF PRODUCT M2 IN THE MACROPHAGO-
LEISHMANIA INTERACTION

Sheila Paula ADAMCZYK *
Katia Fialho do NASCIMENTO 2

RESUMO

Introducdo: A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é considerada um grave problema de
salide publica em pelo menos 88 paises, mesmo sendo uma doenca negligenciada, pode alternar de
uma doenca cuténea relativamente confinada e controlada, a uma doenca visceral progressiva e fatal.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos produtos homeopaticos M2 em
Leishmania amazonensis (LA) na interagdo macrofago-Leishmania. Trata-se de uma pesquisa
experimental e de controle in vitro. Materiais e métodos: Para a execu¢do do experimento o
Medicamento Complexo Altamente — Diluido (M2) seguiu as normas da Farmacopéia Homeopética
Brasileira, com dinamizages sucessivas. O veiculo de diluicdo foi agua destilada, a qual foi utilizada
como controle. As promastigotas da cepa de LA foram cultivadas por 5 dias a 25°C em meio de RPMI
suplementados com 20% de soro fetal bovino. Para analise do comportamento das promastigotas,
foram feitos 3 experimentos independentes em culturas in vitro com LA, tratadas com M2 no periodo
de 24 horas e 48 horas. Resultados: Os resultados mostraram que o complexo homeopético M2,
promove diminuigdo da proliferacdo de LA, apds o 4° dia de tratamento e alteracdo morfolégica das
rosetas. Consideracdes finais: Concluimos que o produto M2 pode ser um recurso imunomodulador,
do ponto de vista epidemioldgico, pois auxilia na potencializacdo e eficicia parasiticida dos
guimioterapicos usados tradicionalmente no tratamento da leishmaniose, além de abrir novas
perspectivas para o tratamento e / ou prevencao da leishmaniose, assim como novas possibilidades a
serem pensadas e testadas.
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ABSTRACT

Introduction: American Cutaneous Leishmaniasis (ATL) is considered a serious public health
problem, at least 88 countries, even though a neglected disease,can alternate from a relatively confined
and controlled skin disease to a progressive and fatal visceral disease. Objective: The aim of this
study was to evaluate the effects of M2 homeopathic products on Leishmania Amazonensis (LA) on
the macrophage-Leishmania interaction. This is an experimental research and in vitro control.
Materials and methods: For the execution of the experiment, the Highly Diluted Complex Drug
(M2) followed the rules of the Brazilian Homeopathic Pharmacopoeia, with successive dynamizations.
The dilution vehicle was distilled water, which was used as a control. The promastigotes of the LA
strain were cultured for 5 days at 25°C in RPMI medium supplemented with 20% fetal bovine serum.
To analyze the behavior of the promastigotes, 3 independent experiments were performed in in vitro
cultures with LA, treated with M2 in the period of 24 hours and 48 hours. Results: The results showed
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that the M2 homeopathic complex promotes a decrease in the proliferation of LA, after the 4th day of
treatment and morphological alteration of the rosettes. Final considerations: We conclude that the
M2 product can be an immunomodulatory resource, from an epidemiological point of view, as it helps
in potentiating and parasiticidal efficacy of chemotherapeutic drugs traditionally used in the treatment
of leishmaniasis, in addition to opening new perspectives for the treatment and / or prevention of
leishmaniasis, as well as new possibilities to be thought and tested.

KEYWORDS: Cutaneous Leishmaniasis, leishmania, leishmaniasis, homeopathy.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas um grave problema de salde
publica em pelo menos 98 paises, onde 350 milhdes de pessoas vivem em areas com risco de
contrai-las. As diferentes espécies de Leishmania sdo transmitidas ao homem através da
picada das fémeas de insetos vetores, flebotomineos do género Lutzomyial.

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) classifica as leishmanioses como
enfermidades negligenciadas. S0 doencas endémicas, causadas por agentes infecciosos ou
parasitas que afetam principalmente populages de baixa rendal. Essa doenca é responsavel
por produzir casos graves de deformidades, incapacidade e mortes, pois se apresenta de trés
formas distintas: leishmaniose visceral, que é a mais letal, quando ndo tratada; leishmaniose
cutanea e a mucocutanea. As duas Ultimas, embora ndo sejam fatais, resultam em graves
problemas de salide, devido a diversas comorbidades associadas?.

No Brasil, a forma mais comum é a leishmaniose cutanea, também conhecida como
tegumentar americana (LTA), que se caracteriza pela presenca de lesGes de pele, cartilagem e
mucosas do trato respiratdrio superior. Estima-se que no Brasil entre os anos de 2014 a 2016
foram reportados 52 mil novos casos de leishmaniose tegumentar®, sendo destacadas trés
espécies de leishmania amplamente distribuidas no pais como: L. braziliensis, guyanensis e
amazonensis®.

Nos ultimos anos, 0s nimeros de casos e a ampliacdo da ocorréncia geografica da
LTA aumentaram em todo o pais, pois foram diagnosticados casos em todos os estados
brasileiros, sob diferentes perfis epidemioldgicos®. Em consequéncia disso, podemos afirmar
que as leishmanioses sofreram modificagdes em seu padrdo de transmissdo, adquirindo um
caréter urbano, periurbano e reemergente®’. Diversos fatores podem ter contribuido para a sua
expansao, seja pela coexisténcia de diferentes espécies de vetores, reservatorios e agentes
etioldgicos, o que dificultam no seu controle, além das acGes humanas modificadoras do
ambiente, aumento do turismo internacional e a falta de vacinas eficazes®.

Em relacdo ao tratamento da LTA, os medicamentos utilizados sdo limitados e
apresentam adversidades, incluindo a alta toxicidade e inimeros efeitos colaterais como:
mialgia, rigidez articular, dor abdominal, anorexia, alteracdes eletrocardiogréficas, bradicardia
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entre outros, o que leva os pacientes a abandonarem o tratamento, ocasionando a possibilidade
de recidivas e consequentemente linhagens de Leishmanias resistentes, que contribuem para a
manutencdo do elevado nimero de casos®.

Dessa forma, a OMS passou a apoiar as novas alternativas terapéuticas no tratamento
das leishmanioses, considerando uma linha estratégica e prioritaria de pesquisa, cuja missdo é
ajudar a salvar vidas e melhorar a satde desses individuos®°.

Ao longo dos anos, os medicamentos homeopaticos tém sido utilizados com sucesso
na area da saude, auxiliando no tratamento de varias condicdes como: ansiedade, dermatite
atépica, autismo, fraturas, conjuntivite, varicela, depressdo, dores de cabeca, herpes zoster,
gripe, calculos renais, etc'?.

Logo, a literatura cientifica relata também inimeros casos, em que a homeopatia vem
sendo usada contra: cancer, HIV/AIDS e doencas terminais, com o objetivo de proporcionar
cuidados paliativos sintométicos e melhorar a qualidade de vida dessas pessoas!!. Estudos
cientificos demonstram o progresso da homeopatia nas Ultimas décadas, descrevendo
experimentos em diferentes linhas de pesquisa que atestam o efeito das ultradiluicbes em
modelos fisico-quimicos e bioldgicos (in vitro, in vivo)!?13-14-15,

Devido ao aumento da empregalidade da homeopatia na area da salde, recentemente
uma pesquisa tracou o perfil das pessoas que atualmente buscam e utilizam a homeopatia
como forma de tratamento. A investigacdo mostrou que individuos com altos niveis de
escolaridade, na faixa etaria de 33 a 55 anos, com estilo de vida saudavel e atitude positiva em
relacdo & terap@utica sio 0s que mais procuram por essa terapia alternativa®,

Dado o exposto, os tratamentos atuais contra a LTA ndo garantem que o paciente
alcancara a cura, porém, algumas pesquisas mostraram excelentes resultados com tratamentos
alternativos, como a homeopatia que combinada com o0s medicamentos convencionais de
controle da leishmaniose, podem auxiliar no aumento da eficacia e diminuicdo dos efeitos
colaterais ao paciente durante o tratamento, além de reduzir o custo da terapia e conter o
surgimento de resisténcia a droga®’.

Tendo-se em vista a alta toxicidade dos medicamentos existentes, assim como a
resisténcia desenvolvida por algumas cepas de parasitos a esses tratamentos, o presente estudo
tem como objetivo avaliar os efeitos dos produtos homeopéticos M2 em Leishmania
amazonensis (LA) na interacdo macréfago-Leishmania.

2. METODOLOGIA

O complexo M2 foi manipulado e obtido na farmécia Homeoterapica (Curitiba-PR),
sob a responsabilidade do farmacéutico Narciso da Lozzo Neto CRF-PR 5604. Entre as
diluicdes, a solucéo foi agitada vigorosamente, num processo chamado sucussao.

Logo, na Figura 1 é possivel observar a composicdo e o veiculo de diluicdo deste
medicamento homeopatico M2.
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Veiculo
Diluicéo
Componentes Matriz Concentracao Concentracéo M2
Final M2 Final (v/v %0)
Aconitum napellus MT 20 dH 0.1x 107 Agua
destilada
Arsenicum album 6 dH 18 dH 0.1x10% Agua
destilada
Asa foetida MT 20 dH 0.1x107 Agua
destilada
Calcarea carbonica 8 dH 16 dH 0.1x107% Agua
destilada
Chelidonium majus MT 20 dH 0.1x 10 Agua
destilada
Cinnamon MT 20 dH 0.1x10% Agua
destilada
Conium maculatum 5dH 17 dH 0.1x 1076 Agua
destilada
Ipecacuanha 5dH 13 dH 0.1x1012 Agua
destilada
Phosphorus 12 dH 20 dH 0.1x 107 Agua
destilada
Rhus toxicodendron 6 dH 17 dH 0.1x1076 Agua
destilada
Silicea 12 dH 20 dH 0.1x 107 Agua
destilada
Sulphur 12 dH 24 dH 0.1x10% Agua
destilada
Thuja occidentalis 6 dH 19 dH 0.1x 1018 Agua
destilada

Figura 1- Tabela de composi¢éo do complexo M2
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A manipulacdo seguiu as normas da Farmacopéia Homeopatica Brasileira, com
dinamizacdes sucessivas. Todas as sucussdes foram realizadas manualmente. As matrizes dos
compostos foram adquiridas do Laboratorio Schreibmann Ltda (inddstria brasileira — CNPJ
62.134.67/0001-00). O veiculo de diluicdo foi agua destilada, a qual foi utilizada como
controle. Os produtos foram filtrados em membrana de 0,22 pm e acondicionados a
temperatura ambiente e protegidos da luz. Antes do tratamento para os diferentes ensaios, 0s
produtos foram sucussionados 20 vezes contra a palma da mdo, inclusive a agua destilada
(controle).

Sobre 0 Medicamento Complexo Altamente — Diluido (M2): As tinturas foram obtidas
do Laboratorio Schraibmann Ltda (Carapicuiba - Brazil), o qual é autorizado pelo Ministério
da Salde. Essa empresa certifica a alta qualidade e as condigbes da composi¢do fisico-
quimica e “endotoxina-free” de seus produtos.

Essas tinturas sdo manipuladas conforme farmacotécnica homeopética criada por
Hahnemann, isto €, a partir de um extrato etanolico de cada matriz especifica sdo realizadas
diversas dinamizagdes/sucussoes (diluicbes seriadas) em agua destilada. A solucéo final é um
liquido incolor e inodoro que contém menos de 0,01% de alcool. No presente estudo, utilizou-
se uma formulacdo a partir de Chelidonium e associac¢des, codificada M2. Todos os frascos
utilizados nesse estudo foram armazenados & temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por até
trés meses apos a data de fabricacdo. Eles também foram vigorosamente agitados por 30 vezes
imediatamente antes do uso.

Em relagdo aos parasitas, dispomos da cepa de Leishmania. amazonensis MHOM / BR
/ 75 | Josefa, originalmente isolado a partir de um caso humano de CL difundido por CA.
Cuba - Cuba (Universidade de Brasilia, Brasilia , Distrito Federal , Brasil). As promastigotas
foram cultivadas por 5 dias a 25°C em meio de RPMI suplementados com 20% de soro fetal
bovino.

Quanto a avaliacdo da acdo direta dos produtos sobre as Leishmanias, utilizamos os
ensaios de MTT (brometo de (3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio, Sigma
Chem. Co., St. Louis, USA). Esse teste € um dos métodos utilizados para se determinar a
atividade mitocondrial, e foi adaptado segundo Moreira'®.

As Promastigotas da fase logaritmica tardia (4 dias de cultivo) foram coletadas por
centrifugacdo a 3000 rpm por 13 minutos e ressuspensos em meio RPMI e 20% de soro
bovino fetal na concentracdo de 2X107/mL. Em placas de 96 pocos foram distribuidos em 8
plicatas 150uL da suspensdo contendo 3X106 parasitas. Apos 0 plaqueamento os parasitas
foram incubados por 24 horas a 25°C e, em seguida receberam os respectivos tratamentos por
5 dias. Posteriormente ao periodo de incubacdo foi adicionado 30uL de MTT a Smg/mL.

A suspensdo foi incubada por 2 horas a 25°C protegido da luz. A reacdo foi
interrompida adicionando-se 50uL de dodecilsulfato de sodio (SDS) a 20% e homogeinizando
0 contetdo de cada poco. A leitura foi realizada em leitor de microplacas medindo-se
absorbancia de 590nm e referéncia de 690nm. A mitocdndria do parasita vivo converte o
MTT em cristais de formazan, que podem ser medidos espectrofotometricamente®®. Trés
experimentos independentes foram realizados em 8 plicatas para cada tratamento. Como
controle positivo de morte dos parasitos nas formas promastigotas 0s mesmos procedimentos
foram realizados utilizando o medicamento Anfotericina B ®.
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No que diz respeito & proliferacdo celular, para a determinagdo da curva de
crescimento da LA, foram utilizadas promastigotas da fase logaritmica tardia (4 dias de
cultivo). Estes foram coletadas por centrifugacdo a 3000 rpm por 13 minutos e ressuspensos
em meio RPMI e 20% de soro bovino fetal na concentracdo de 2X107/mL. Em placas de 96
pocos foram distribuidos em 8 plicatas 150 uL da suspensdo contendo 3X106 parasitos. Apos
4 horas de plagueamento os parasitas receberam 20% dos respectivos tratamentos, seguidos
por doses reforgos 1% a cada 24 horas por até 6 dias de incubacéo a 25°C. Posteriormente ao
periodo de tratamento foram realizadas as contagens em camara de Neubauer, com o auxilio
de microscopio invertido, obtendo a média através de duas contagens para cada amostra dos
respectivos tratamentos nos periodos consecutivos de 1 a 6 dias.

Tratamento 6 dias
24h : 1° dose — 20%
Dose reforco: 1%

) ° promastigotas
(47 dia fase Tardia)

 ——"
| Incubadora24h a
25°C

Proliferacao - 6 dias

L 25°C
cHHlH
EEL ?\: T
; - W
Determinacio da Atividade ==a ;’,
Mitocondrial por MTT - 1
595nm and ref 690nm | IRAEUTILIRGH

Figura 2- Representacdo Esquematica dos Ensaios in vitro.

Para analise do comportamento das promastigotas in vitro, isto é, padrdo de formacéo
de rosetas em cultura, a cepa de LA nas formas promastigotas da fase logaritmica tardia ( 4
dias de cultivo) foram investigadas. Estes foram obtidos por centrifugacdo a 3000 rpm por 13
minutos e ressuspensos em meio RPMI e 20% de soro bovino fetal na concentragdo de
2X107/mL.

Em placas de 96 pocos foram distribuidos em triplicatas de 150 ulL da suspensdo
contendo 3X106 parasitos. Decorridos 4 horas de plagueamento os parasitas receberam 20%
dos respectivos tratamentos, seguidos por doses reforcos 1% a cada 24 horas por ate 96 horas
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de tratamento e incubagdo a 25°C. Ap6s periodos de tratamentos, as culturas foram
homogeinizadas 5 vezes com micropipetas € 70 pL da amostra foi transferida para laminulas
de vidro tratadas com polilisina para adesdo das promastigotas.

Em seguida, o volume sobre a laminula foi aspirado com micropipeta e estas, deixadas
para secar por aproximadamente 5 minutos em capela e coradas posteriormente com May
Grimwald e Giemsa, montadas com Entellan. Para observacdo das imagens foi selecionado
um campo de 3 mm por laminula o qual foram escaneadas em Microscépio Axio Imager Z2
(Carl Zeiss, Jena, DE). Apos o escaneamento foram selecionadas 3 areas para contagem dos
parametros: quantidade total das rosetas, quantidade de rosetas fechadas, quantidade rosetas
abertas e area das rosetas.

3. DISCUSSAO

A LTA é uma doenca infecciosa, mas ndo contagiosa causada por um protozoario
pertencente a familia Trypanosomatidae, parasito intracelular obrigatério que se desenvolve e
se multiplica dentro das células fagocitarias que fazem parte do nosso sistema imunologico.
Possui duas principais morfologias: promastigota, que é a forma infectante, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor, e outra amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados®.

Com efeito, podemos dizer que uma terapia que estimule a resposta imunolégica do
proprio organismo, como a homeopatia que utiliza uma série de substancias derivadas de
plantas, animais, minerais, substancias quimicas sintéticas ou drogas convencionais, se torna
uma alternativa de tratamento mais acessivel economicamente e que proporciona uma
diminuicdo dos efeitos colaterais e citotoxicos ao paciente??.

Atualmente observa-se, uma clara tendéncia em priorizar estudos desenvolvidos in
vitro ou que utilizam métodos alternativos, pois eles evidenciam resultados clinicos que
corroboram principalmente na area de medicina complementar, incluindo a homeopatia?.

Dessa forma, nesta pesquisa, analisamos a atividade leishmanicida do produto M2
contra a Leishmania Amazonensis (LA) in vitro, com o objetivo de investigar se esse produto
homeopético apresenta acdo direta sob a morfologia da LA, se altera a proliferacdo e
sobrevivéncia, assim como se esse tratamento modifica a capacidade dos macréfagos in vitro
de interagirem e endocitarem LA.

De fato, alguns medicamentos homeopaticos atuam em doencas parasitarias, estudos
apontam que os efeitos de produtos homeopaticos em doencas parasitarias sdo benéficos,
como ha pesquisa realizada com camundongos infectados com Trypanosoma cruzi e tratados
com Phosphorus, e que tiveram aumento no niimero de mondcitos no 42° dia pos-infeccao®.

Assim, identificamos nesta pesquisa que o complexo homeopéatico M2 em cultura in
vitro, promove diminui¢do da proliferacdo de LA, apds o 4° dia de tratamento (* p< 0,05),
seguida de fase de declinio nos 5° e 6° dias, conforme figura 3.
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Figura 3- Proliferagdo Celular: Cultivo de LA (1x10°) e tratamento com o medicamento

M2. Legenda: Tratamento com M2 (‘*'), controle ( =), sem de tratamento ( "'). Al°
dose foi de 20% seguida de doses reforco 1 % nos demais dias. Os dados representam

a média do experimento realizado durante 6 dias consecutivo * p <0,05/controle.

Fonte: Autoras (2018).

Apesar dos avancos na area da homeopatia, sdo poucos 0s estudos descritos na
literatura sobre o tratamento de infec¢Bes parasitarias com homeopatia.

Recentemente, um estudo desenvolvido com co-cultura de macréfagos contendo a LA
tratada com Antimonium crudum 30cH in vitro apresenta reducdo significativa da atividade
lisossomal e reduz significativamente os picos de producdo de uma quimiocina fundamental
para o recrutamento de mondcitos no sitio inflamatério, a MCP-1 ou CCL2, os quais sO
ocorrem em células infectadas?.

Considerando o carater translacional natural do fendmeno homeopatico, isso significa
que, numa situacdo clinica hipotética, o tratamento de pacientes com Antimonum crudum
30cH poderia levar a melhora das lesdes inflamatodrias, mas ndo a eliminagéo da infeccéo.
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Em relacdo ao ciclo de vida das Leishmanias, para garantir sua sobrevivéncia os
parasitas precisaram adquirir adaptacdes evolutivas ao longo do trato digestorio dos
flebotominios. Estas adaptacGes incluem secregdo de “promastigote secretory gel” (PSG),
contendo proteofosfoglicanos (PPG)?°.

O PSG produzido pelas formas promastigotas atua na sobrevivéncia e colonizacdo do
parasita no vetor, e no desenvolvimento da infeccio em mamiferos®, apresentando também a
finalidade de facilitar e aumentar a transmisséo do parasita®.

Logo, a figura 5 apresenta imagens do grupo controle de LA, nas quais observamos o
padrdo de formacdo caracteristico de promastigotas metaciclicos infectivos em rosetas, que
podem ser fechadas ou abertas. Nota-se na imagem 5 a formacdo de inUmeras rosetas
contendo muitos promastigotas reunidos pelos seus flagelos, formando um nicho que favorece
a multiplicacdo dos parasitas, bem como a troca de material genético entre si observados por
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Figura 5-Formagcéo de Rosetas Grupo Controle-72 Horas: Observamos na imagem A (100x) e B (400x)
que as rosetas sdo fechadas e que estas apresentam muitos parasitas reunidos pelos seus flagelos. Em C
leishmanias em maior aumento (1000x). Coradas com May Griinwald Giemsa. As imagens foram escaneadas em
Microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE).

Em paralelo, resolvemos analisar se o tratamento com o produto M2 poderia alterar o
padrdo de formacdo de rosetas, durante o cultivo em massa. A figura 6 apresenta imagens da
cultura com LA tratadas com M2, nota-se que as rosetas sdo formadas por Leishmanias
contendo formas alteradas, isto é, arredondada, muito diferente da morfologia metaciclica
observada no grupo controle da figura 5, na imagem C.

¥ O ~v

Figura 6- Formagcao de rosetas de LA do grupo de tratamento com M2, apds 72 horas.

Adamczyk SP et al. Agdo imunomoduladora do produto m2 na interagdao macrofago- leishmania .
RGS.2020;22(2):82-96.

DOI: 10.17648/1984-8153-rgs-v2n22-7



REVISTA GESTAO & SAUDE (ISSN 1984 - 8153) 92

Legenda: Observamos na imagem A (1000x) que as rosetas sdo formadas por parasitas com sua morfologia
alterada. Essa imagem foi Corada com May Griinwald Giemsa e escaneada em Microscopio Axio Imager Z2
(Carl Zeiss, Jena, DE). Fonte: Autoras (2018).

De fato, as culturas que receberam o produto M2, apresentam menor quantidade de
rosetas e 0s parasitas ao redor das poucas rosetas presentes sao alterados morfologicamente,
muitos perderam o flagelo, possuem morfologia globosa, nucleos desorganizados ou estdo em
processo de apoptose, pois apresentam um aspecto de sofrimento celular.

Assim, observamos na figura 7, conforme o grafico, que as culturas de LA tratadas
com o produto M2, tiveram no periodo de 24 horas e 48 horas uma diminuic&o significativa
no numero de rosetas.
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Figura 7- Interagdo do produto M2 sobre a LA: Representagdo gréfica, com 0s
resultados de 3 experimentos independente em culturas in vitro com LA, tratadas
com M2 no periodo de 24 horas e 48 horas.

A literatura contempla que o0s medicamentos homeopaticos carregam sinais
especificos que agem como gatilho para “ligar” ou “desligar” genes relevantes, os quais
iniciam uma cascata de acdo génica para reparar, balancear ou corrigir a expressdo de genes
que estariam alterados em certas condi¢Oes patoldgicas?®. Esses produtos tém efeito anti-
inflamatorio conhecido em animais infectados com LA.

Além disso, resultados in vitro demonstraram aumento nas concentracdes de Oxido
nitrico (NO) na cultura de macrofagos tratados com compostos homeopaticos. O éxido
nitrico é capaz de atuar diretamente sobre os parasitas, provocando efeitos toxicos e
inibitorios sobre diversos processos celulares, como crescimento e multiplicacdo®.

Embora os compostos homeopaticos atuem nos sistemas biolégicos a medio e/ou
longo prazo, promovendo ativacdo de células do sistema imunoldgico, melhorando o
individuo e podendo levar a cura, nossos resultados mostram que o produto M2 age sobre as
formas promastigotas de LA a partir de 48 horas de tratamento, coforme figura 8. Os
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resultados obtidos através dos ensaios de MTT mostraram aumento da atividade mitocondrial
dos parasitas pelo complexo M2 (*** p < 0,001).
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Figura 8- Atividade Mitocondrial in vitro- MTT: Os graficos representam a atividade mitocondrial das cepas
de LA, tratadas com M2 por 48 e 72h. Apds 48 horas, percebe-se que o produto M2 diminui significativamente
atividade mitocondrial em relagcdo ao grupo controle. Os resultados de 3 experiéncias independentes foram
analisados estatisticamente usando o teste t.

Diante dos resultados obtidos através da acdo direta, percebemos que o produto M2
age sobre as formas promastigotas de LA em cultura. Este medicamento alterou a proliferacédo
celular, a morfologia e/ou atividade mitocondrial das promastigotas. Embora ndo possamos
compreender 0 mecanismo exato de acdo, sabemos que eles continuaram agindo sobre as
formas promastigotas apds receberem doses reforcos de 1%.

Em virtude dos dados apresentados nesta pesquisa, entende-se que o produto M2
demonstra ser um recurso imunomodulador, do ponto de vista epidemioldgico, pois auxilia na
potencializacdo e eficacia parasiticida dos quimioterdpicos usados tradicionalmente no
tratamento da leishmaniose.
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A terapia imunologica moderna envolve o uso de imunomoduladores, essas drogas
podem exacerbar ou reduzir a resposta imune, buscando manter o equilibrio do sistema
imunoldgico do paciente e modificando o curso da doenca®.

Atualmente é indiscutivel a procura por terapias alternativas que sejam efetivas, de
baixo custo e que cumpram na integralidade os principios da bioética da beneficéncia / ndo
maleficéncia. Nesse contexto, a utilizacdo de homeopaticos demonstram evidéncias de seus
resultados no tratamento de doencas de todas as naturezas, pois além de ndo apresentarem
efeitos colaterais, possuem acGes modulatorias sobre a resposta imunitaria e sdo de baixo
custo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Em vista dos resultados apresentados, percebe-se que o produto M2, ndo promove um
efeito “antibidtico”, mas uma agdo estimuladora, pois proporciona uma adaptacao do
organismo hospedeiro a presenca do patégeno.

Os dados obtidos nessa pesquisa adquirem especial relevancia se compararmos o
complexo M2 ao grande nimero de drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose, que
apresentam elevada toxicidade e induzem a resisténcia do parasito, resultando em ineficacia
terapéutica e em baixa adeséo ao tratamento.

Considerando que o tratamento da leishmaniose continua longe de ser ideal e sabendo-
se que o uso da homeopatia vem crescendo nos ultimos anos, nossos resultados indicam que
terapias alternativas combinadas com os medicamentos convencionais de tratamento da
leishmaniose, podem auxiliar no aumento da eficAcia e na tolerdncia do paciente ao
procedimento, reduzindo a duracdo e o custo da terapia, além de limitar o surgimento de
resisténcia a droga.

Portanto, o complexo M2 age sobre formas promastigotas de LA reduzindo o nimero
total de rosetas (as mesmas para rosetas abertas e fechadas) que estdo relacionadas a forma
infecciosa de promastigotas, que produzem PSG enquanto em rosetas. Este resultado sugere
que o tratamento com o produto M2 é capaz de diminuir a infectividade da Leishmania.
Embora nédo tenha sido investigado nesta pesquisa, acreditamos que o M2 possa alterar a
producéo de PSG. De fato, nossos resultados abrem novas perspectivas para o tratamento e /
ou prevencdo da leishmaniose, assim como novas possibilidades a serem pensadas e testadas.
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