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Resumo

O processo de envelhecimento é extremamente complexo e multifatorial, devido a
sua natureza multidisciplinar. Sendo assim, € de extrema importancia o estudo de
medicamentos que possam melhorar o envelhecer de homens e animais. O objetivo
do presente estudo é avaliar a acdo de medicamentos homeopaticos na melhora de
tarefas cognitivas, prejudicadas pela senilidade e possiveis alteracdes positivas em
parametros organicos que sdo afetados pelo passar do tempo, juntamente com a
avaliacdo da densidade mineral 6ssea que também pode se apresentar alterada
durante o processo de envelhecimento. Foram utilizados 32 ratos Wistar, machos,
com 22 a 23 meses de idade provenientes do Biotério da Universidade Santo Amaro
(UNISA) (autorizado pelo CEUA n 07/2015). Todos os machos foram alojados em
gaiolas com acesso ad libitum ao alimento e agua, com ciclo de luz controlado 12:12
horas (7h/19h) e distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (4/gaiola),
sendo 8 animais por grupo, e os medicamentos ministrados na agua de bebida ad
libitum: Baryta carbbnica 30 cH; Baryta muriatica 30 cH; Solucao hidroalcodlica 10%;
Controle Branco (ndo tomard medicamento nenhum). Em cada bebedouro foram
colocadas 5 gotas da medicacédo e agitado (trocados 2x na semana). Os animais
passaram pelo Campo Aberto (CA) no dia 1 do experimento, apos 40 dias de
medicacdo 0s animais passaram por testes comportamentais como o Campo Aberto
(CA), Labirinto em “T” e reconhecimento de objetos. Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA, seguido pelo Teste de Bartlett e Teste de Comparacao
Multipla de Bonferroni, sendo p<0,05. Na necropsia foi retirado o fémur de cada
animal. O experimento foi realizado em cego. Apés a retirada do fémur, as amostras
coletadas foram expostas a uma méaquina de raios-X portatil (Nomad® Aribex, EUA).
A densidade ¢ptica foi determinada por nimeros em uma escala de cinza 8 bits (0-
255) e foi medida pelo programa Digora para Windows® (Soredex, Finlandia) em 13
pontos normalizados em 3 areas do fémur por dois observadores independentes. Os
dados foram analisados por ANOVA, seguido de testes de comparagdo multipla,
para identificar diferencas entre 0s grupos e tratamentos e também em relacdo a
regido Ossea analisada (3 regides distintas do o0sso). Valor de p <0,05 foi
considerado significativo. No inicio do experimento ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos no CA, demonstrando uniformidade entre os animais. Apos a
medicacdo ao passar pelo CA, foi observado um aumento dos quadrantes andados
(p=<0.05) na locomogao total e uma diminuicdo do Freezing dos grupos que tomaram

Calcarea carbbnica e Baryta muriatica (p<0.05) em comparagdo com 0S grupos



Controle branco e Solucéo hidroalcodlica, demonstrando uma melhor disposicdo dos
idosos medicados. No Teste do Labirinto em T demonstrou-se um maior nimero de
acertos no grupo Baryta muriatica 30 cH, portanto auxiliou na melhora da memoria
dos idosos. No presente estudo, ndo foram observados efeitos significativos do
tratamento sobre a densidade mineral éssea na regidao proximal, distal e média. Os
medicamentos foram capazes de aumentar a locomoc¢é&o dos animais mesmo sem
alteracdo na densidade O0ssea e a Baryta muriatica agiu na melhora cognitiva dos

animais em comparacao aos outros grupos.

Palavras-chave: Homeopatia, Senilidade, Modelo experimental, Calcarea
Carbobnica, Baryta muriatica, densidade dssea.



Abstract

The aging process is extremely complex and multifactorial due to its multidisciplinary
nature. Therefore, it is extremely important to study medicines that improve the aging
of men and animals. The objective of the present study is to evaluate the action of
homeopathic medicines in the improvement of cognitive tasks, impaired by senility
and possible positive changes in organic parameters that are affected by the
passage of time, together with an evaluation of the bone mineral density that can
also be altered during the aging process. Thirty-two male Wistar rats aged 22 to 23
months from the Santo Amaro University Laboratory (UNISA) (authorized by CEUA n
° 07/2015) were used. All males were housed in cages with ad libitum access to food
and water, with light cycle controlled at 12:12 hours (7:00 am / 7:00 pm) and
randomly distributed in 4 experimental groups (4 / cage), being 8 animals per group,
and the medicines given in drinking water ad libitum: Calcarea carbonic 30 cH;
Baryta muriatic 30 cH; Hydroalcoholic solution 10%; White Control (will not take any
medication). Five drops of the medication were placed in each drinking fountain and
shaken (changed 2x a week). The animals went through the Open Field (OF) on day
1 of the experiment, after 40 days of medication the animals underwent behavioral
tests such as Open Field (OF), T-maze and object recognition. Data were analyzed
statistically by ANOVA, followed by the Bartlett test and Bonferroni Multiple
Comparison Test, where p<0.05. At necropsy the femur was removed from each
animal. The experiment was performed in the blind. After removal of the femur, the
collected samples were exposed to a portable X-ray machine (Nomad® Aribex,
USA). Optical density was determined by numbers on an 8-bit gray scale (0-255) and
was measured by the Digora for Windows® program (Soredex, Finland) at 13
normalized points in 3 areas of the femur by two independent observers. The data
were analyzed by ANOVA, followed by multiple comparison tests, to identify
differences between groups and treatments and also in relation to the analyzed bone
region (3 distinct regions of the bone). Value of p <0.05 was considered significant.
At the beginning of the experiment there was no statistical difference between the
groups in the OF, demonstrating uniformity between the animals. After medication
when passing through the OF, an increase of the quadrants walked (p<0.05) in the
total locomotion and a decrease in the Freezing of the groups that took Calcarea
carbonic and Baryta muriatic (p<0.05) were observed in comparison with the White
and Hydroalcoholic solution, demonstrating a better disposition of medicated elderly.

In the t-maze test, a greater number of hits was found in the Baryta muriatic 30 cH



group therefore, it helped to improve the memory of the elderly. In the present study,
no significant effects of treatment on bone mineral density were observed in the
proximal, distal and middle region. The drugs were able to increase the locomotion of
the animals even without alteration in the bone density and the Baryta muriatic acted

on the cognitive improvement of the animals in comparison to the other groups.

Key words: Homeopathy, Senility, Experimental model, Calcarea carbonic, Baryta
muriatic, bone density.
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1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento € extremamente complexo e multifatorial,
devido a sua natureza multidisciplinar. Sobre este assunto, podem-se destacar as
teorias estocésticas, baseadas no acumulo aleatério de moléculas com alteracdes
estruturais ou funcionais, e as teorias ndo-estocasticas relacionadas a mecanismos
programados no genoma de cada organismo (LUKIW, 2007; LEE e COLS. 2006).
Dentre as teorias estocasticas incluem-se as seguintes: radicais livres, leséo
mitocondrial, alteracdo do colageno, lesdo de membrana, mutagdo genética e “erro
catastrofico” na sintese de proteinas, e as teorias neuroendocrina e imunoldgica
(LETIEMBRE e COLS. 2007).

7

Atualmente, entende-se que o envelhecimento ndo € uma alteracéo
patolégica e sim um processo natural e fisiolégico (MUNIZ et al., 2007). Com o
passar do tempo, o individuo idoso comeca a apresentar aspectos proprios que
caracterizam a diminuicdo da capacidade funcional de seu organismo. Essas
alteracbes podem ser expressas como tendéncias a inUmeras patogenias,
recuperacdo lenta, cronificacdo de determinadas doencas. A pré disposicdo a
determinadas alteracdes pode estar relacionada a senescéncia, ou seja, ao
envelhecimento fisiolégico. Contudo, o envelhecimento que se associa a patologias
e reducdo da funcdo dos 6rgaos de um individuo é definido como senilidade, ou

seja, envelhecimento patolégico (MUNIZ et al., 2007).

O organismo que sofre o impacto do envelhecimento esta sujeito a alteracfes
no nivel das células, dos érgaos e dos sistemas, tendo uma variabilidade grande, de

acordo com a nutricdo, presenca de traumas ou ainda infecgdes.

A medicina convencional reage com ceticismo e muitas vezes recusa-se a
aceitar evidéncias de pesquisas com a homeopatia, argumentando que a ciéncia
homeopatica contém dois pontos incognitos: 0 mecanismo de acdo e o uso de
ultradiluicdes (UHDs). Isto leva a uma pressdo consideravel sobre a homeopatia
para apresentar provas, a fim de ser aceita pela ciéncia e pela medicina
convencional. Nas ultimas décadas, um numero consideravel de estudos clinicos e
experimentais foi conduzido com a utilizacdo da homeopatia, com base em métodos

convencionais. A pesquisa basica e estudos experimentais podem ser Uteis para



21

esclarecer os mecanismos de acao, afirmando qualidade dos remédios e dando

provas da acdo dos medicamentos ultradiluidos (RIGUETTI et al., 2015).

1.1Anélise Comportamental

O comportamento exploratério possibilita que o animal obtenha informacfes do
ambiente e permite que ele explore o desconhecido, tornando-o fundamental para
sua sobrevivéncia. Diante desse principio, tal comportamento torna-se um fator
importante de aprendizado (GERLAI, 1998) visto que permite que o animal aprenda
a buscar recursos ambientais tais como alimentos, agua e companheiros. Assim
como possiveis rotas de fuga e reconhecimento da proximidade de predadores
(HENRY, 2004). Com o passar do tempo, os individuos idosos podem apresentar
déficits comportamentais que podem incluir processamentos cognitivos e motores
cujos mecanismos envolvidos estdo relacionados a funcbes executivas e aos
sistemas sensorial e musculo esquelético (SPARROW, 2005), o que dificulta na
manutencdo do comportamento exploratério e, consequentemente, na vida desses

animais.

Um estudo realizado por Oliani et al. (2007) que buscava comparar as funcdes
cognitivas de idosos que caminham de forma independente com as de idosos
dependentes de cadeira de rodas concluiu que individuos que se locomovem de
forma independente apresentam melhor desempenho cognitivo quando comparados
com idosos cadeirantes. Partindo dessa premissa € importante buscar métodos que
melhorem as atividades locomotoras em individuos idosos, para proporcionar melhor

qualidade de vida e tentar reduzir o declinio cognitivo desses individuos.

Diversos estudos vém demonstrando que o estimulo de fun¢des motoras no
idoso pode diminuir morbidades, risco de diabetes e hipertensdo, aumentar massa
muscular e densidade 6ssea, melhorando a realizacéo das atividades da vida diaria
com consequente diminuicdo do risco de quedas (ZAGO, 2003). Outros fatores
como beneficios na oxigenagdo e fluxo sanguineo cerebral, plasticidade neural,
transmissdo sinaptica e producdo de alguns neurotransmissores, como serotonina,

acetilcolina, noradrenalina e dopamina também séo observados (SUTOO, 2003).
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Mediante tantos fatores envolvidos com a senescéncia/senilidade, analises
comportamentais foram realizadas no presente estudo, por meio de: avaliacdo da
atividade geral em Campo Aberto (CA): empregado como indice para medir
emocionalidade ou alteragbes motoras; Teste de Reconhecimento de Objetos no CA

e Teste de Labirinto em “T”.

1.1.1 Avaliacéo da atividade geral em Campo Aberto

O teste de atividade geral em campo aberto foi desenvolvido por Hall (1934,
1936) e desde entdo pode ser considerado um dos principais instrumentos de
avaliacdo comportamental em animais de experimentacdo. Sua importancia,
provavelmente, decorre da simplicidade do aparelho (WALSH, et. al 1976), a
facilidade de registro, ao ser comparado com uma avaliagdo em ambiente natural
(NEVES, 2010) e por se tratar de um teste sensdrio-motor que quantifica atividade
locomotora (WALSH, et. al 1976) e habitos exploratérios dos animais (NEVES,
2010).

Durante o periodo em que o animal € mantido na arena do Campo Aberto,
tais unidades de avaliacdo sdo computadas: unidade de locomoc¢édo, o ato de o
animal penetrar com os quatro membros em uma das divisdes do ch&o da arena,
gue pode ser avaliada pela movimentacdo no centro da arena, estando esta mais
relacionada a ansiedade e locomocao na periferia do campo aberto que é indicador
da atividade locomotora; unidade de levantar corresponde a postura de o animal
permanecer apoiado nos membros posteriores, com o tronco perpendicular ao chao,
tendo a cabeca dirigida para cima, podendo ou ndo tocar com 0S membros
anteriores as paredes do campo aberto, tal resposta tem sido utilizada como medida
do nivel de excitabilidade, haja vista que esse comportamento tem correlacdo com
outras atividades como a auto-limpeza corporal (grooming), defesa e reacbes
sexuais (NEVES, 2010); cada bolo de fezes produzido pelo animal durante o periodo
de teste foi registrado como unidade de defecacédo, sendo este indicador de estado
emocional do animal (CRUZ, 2012). O registro da frequéncia dos parametros foi feito
por intermédio de um contador manual. O tempo de imobilidade (freezing) também
foi medido, sendo este definido quando o animal ndo apresenta locomogédo e

movimentos de farejar. Este parametro foi medido com o auxilio de um cronémetro.
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1.1.2 Reconhecimento de Objetos em Campo Aberto

O teste de reconhecimento de objetos visa avaliar condi¢cées cognitivas, mais
especificamente a memaria de curto prazo em roedores (ENGELKE, 2007), ou seja,
a capacidade do animal em discriminar objetos ja conhecidos anteriormente,
daqueles que ndo sédo conhecidos (CRUZ, 2009). Essa tendéncia, no roedor, é vista
pelo maior tempo explorando novos objetos em relacdo aos que ja sdo familiares a
ele, por isso essa predilecdo ao novo pode ser aplicada ao método de avaliacédo de

memoria de aprendizagem e reconhecimento.

Para minimizar as interferéncias ambientais durante a analise, foi incorporado um
sistema de video no campo aberto, com a presenca de um avaliador a fim de
identificar os animais no inicio dos testes e manter a limpeza do campo
imediatamente apos a retirada de um animal para entédo iniciar a proxima sessao de

avaliacao, retirando assim possiveis influéncias olfativas.

1.1.3 Teste de Labirinto em “T”

A avaliacdo em Labirinto em “T” tem a finalidade semelhante ao teste de
reconhecimento de objetos, haja vista que ambos apontam comportamento
exploratério e memodria dos animais em questdo, especialmente modelos de
roedores para distlrbios do SNC (GERLAI, 1998). Este teste € baseado no interesse
dos animais em explorar um novo ambiente, ou seja, eles geralmente optam por
visitar um novo braco do labirinto, ao invés de um bracgo familiar. Tal comportamento
reflete a cognicdo, mais especificamente a memoria desses individuos, tendo em
vista que animais com a cognicao preservada optariam pelo espa¢o nunca visitado
no momento do teste de escolha livre, pois este se lembraria que ja havia visitado o

outro braco previamente.

1.2Tecido Osseo

Os o0ssos, em conjunto com a cartilagem, formam a estrutura que promove
sustentacdo e protecdo ao organismo. Estes protegem a maioria dos 6rgdos de

tecidos moles, como o sistema nervoso central, 6rgdos da cavidade toracica e
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pélvica (KONIG & LIEBICH, 2011; SIQUEIRA, 2014). Sdo eles que alojam e
protegem a medula 0ssea, sendo esta a formadora de células sanguineas;
participam da locomocao promovendo apoio aos musculos esqueléticos, e também
constituem um sistema de alavanca que aumenta as for¢cas geradas no momento da
contracdo muscular (VALENTE, 2011). Os ossos também tém a funcdo de
armazenar calcio, fosfato e outros ions, que séao liberados de maneira controlada
para que a concentracdo destes nos liquidos corporais seja constante (VALENTE,
2011).

Os 0ss0s passam por processos continuos de formagao e danos, que podem
ser caracterizados como um remodelamento . Este processo, tem os propositos de
reparacgao tecidual e preservagao das concentragdes seéricas de ions como calcio
(Ca2+), fosfato (Pi) e magnésio (Mg2+), essenciais para diferentes fungdes do
organismo (TORTORA, 2010; SIQUEIRA, 2014). Além de ser essencial para a
homeostasia mineral do corpo , o tecido ésseo fornece em conjunto com a

cartilagem, a estrutura que promove sustentacéo e protecdo ao corpo.

A estrutura organica de tecido fibroso e células dos 0ssos permite que estes
se tornem mais delgados e fracos com o0 desuso e para suportar maiores pesos,
podem hipertrofiar. Os sais inorganicos sdo os que conferem rigidez aos 0sSsos e 0S
tornam opacos as radiografias. (GETTY et al., 1975)

A principal divisdo macroscopica dos ossos se da por meio de duas
classificagfes: 0sso compacto, sendo este mais denso € 0 0SSO esponjoso, mais
frouxamente disposto (SIQUEIRA, 2014). O osso compacto ocupa a maior parte da
massa esquelética, € mais espesso na por¢cdo meédia de 0ssos longos e mais
adelgacados nas extremidades (SIQUEIRA, 2014). A matriz 0ssea, apresentada em
camadas, denominada lamelas e a substancia intersticial calcificada séo a principal
composi¢cado do osso compacto e entre as lamelas, existem cavidades denominadas
lacunas, sendo estas ocupadas pelas células 0sseas ou ostedcitos (GETTY et al.,
1975).

O 0sso esponjoso ocupa a massa de 0Ssos curtos e as extremidades de
0ssos longos, estendendo-se ao longo da diafise, de formas variaveis. Estes sao

compostos por pequenas laminas désseas e espiculas dispostas em diversas
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direcGes e em determinados pontos podem até se cruzar. Esta disposi¢cao ocorre de

acordo com as caracteristicas mecanicas do 0sso em questdo (SIQUEIRA, 2014).

A combinacgao do tecido 6sseo compacto ou cortical e 0sso esponjoso ou
trabecular faz com que este 6rgao seja leve , rigido, de alta forga ténsil e ndo
quebradico (NG et al., 1997).

1.2.1 Problemas Osseos no Envelhecimento

A perda da densidade mineral 6ssea (DMO) pode ser entendida como uma
deterioracdo do tecido Osseo, este evento comum no envelhecimento causa
patologias como a osteopenia (densidade 6éssea anormal) e a osteoporose. H4 uma
variedade de agentes farmacéuticos que tém sido recomendados para o tratamento
da osteopenia e da osteoporose, incluindo a terapia de substituicdo hormonal
(HOOLICK, et al., 2010), entretanto ainda é de extrema importancia estudos que
procurem efetividade na manutencdo da densidade éssea, como o presente estudo,

com a utilizacdo da homeopatia.

A osteoporose e a osteopenia séo doencas
similares, a definicdo densitométrica que serviu para diferencia-las foi instituida pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 1994, que utilizou como critério o nivel
de lombar ou fémur proximal de DMO-1,0 a 2,5 DP para osteopenia e para valores
inferiores a 2,5 DP para osteoporose (AFONSO & PINHAL, 2015). Outra definicao
estabelecida pela OMS foi que osteoporose corresponde a uma doenca metabdlica
sistémica, onde ha perda da massa 0ssea e da microarquitetura do tecido 0sseo,
na osteopenia por outro lado, ha perda de massa 0ssea, porém nao ha perda da
microarquitetura do tecido 6sseo (AFONSO & PINHAL, 2015).

A osteoporose é a doenga mais comum em se tratando do metabolismo 6sseo
(SIQUEIRA, 2014), € caracterizada por baixa densidade e deterioracdo da
microarquitetura do tecido 0sseo que resulta em um 0SSO com sua estrutura
aparentemente normal, mas menos resistente a forgas mecéanicas (VALENTE, 2011)
e a principal consequéncia da fragilidade 6ssea que esta doenca desencadeia é a
fratura patologica (SIQUEIRA, 2014), que ocorre principalmente no punho, vértebras
e colo femoral (VALENTE, 2011).
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Acredita-se que a perda 6ssea reflete um desequilibrio entre a reabsorcéo e a
formacéo Ossea, que estdo relacionados a condicdes sistémicas e locais associados
a fatores raciais e genéticos, influéncia hormonal (ALONSO, 2015) e déficit de
calcio e vitamina D devido a dietas pobres em nutrientes, sedentarismo, pouca
exposicao ao sol, alcoolismo e tabagismo (SIQUEIRA, 2014).

A osteoporose se classifica em dois diferentes tipos: osteoporose primaria do
tipo | ou osteoporose poOs-menopausa, associada a deficiéncia de estrogeno e
acomete mulheres nos primeiros 10 anos apés a menopausa. JA a osteoporose
primaria tipo Il ou osteoporose senil acomete pessoas de idade avancada, afeta
0Ss0S compactos como o fémur e quadril (SIQUEIRA, 2014) e nesta fase ocorre
deficiéncia crbnica de célcio e aumento da atividade do paratorménio (PTH). A
osteoporose secundaria também pode acometer jovens, por ser consequéncia de
processos inflamatorios, alteracbes enddécrinas (VALENTE, 2011) e uso de
medicamentos como corticoides e nesses casos a perda é mais lenta (SIQUEIRA,
2014).

A osteoporose reflete o processo de rarefacdo que caminha do osso normal
até 0 0sso mais poroso. Isto ocorre quando os osteoclastos criam uma cavidade tédo
profunda que ndo pode ser suficientemente preenchida pelos osteoblastos ou
guando estes ndo conseguem preencher uma cavidade de reabsor¢cdo normal, o que
caracteriza a osteoporose senil, que pode se agravar dependendo da presenca e
severidade das condi¢cBes sistémicas, locais e nutricionais (ALONSO, 2015).

A prevaléncia dessa doenca aumentou em decorréncia do crescimento da
populacdo idosa (SIQUEIRA, 2014). Calcula-se que cerca de 200 milhbdes de
pessoas idosas em todo o mundo possuem osteoporose. Por esse motivo, a
osteoporose tem sido considerada um problema de salde publica. No Brasil, por
outro lado, € pequeno o numero de estudos sobre a prevaléncia desta doenca
(SIQUEIRA, 2014).

A prevencdo e o tratamento da osteoporose tém como principal objetivo
prevenir as fraturas patologicas. Todavia, complicacbes secundarias como dores
cronicas e dificuldades para locomocdo podem surgir, deixando 0s pacientes
debilitados e em casos graves, levar a 6bito (SIQUEIRA, 2014). Por isso, a
prevencdo da osteoporose e das fraturas relacionadas a ela é essencial para a
qualidade de vida e bem estar, o que promove ao paciente independéncia durante o
processo de envelhecimento (SIQUEIRA, 2014).
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1.2.2 Densitometria Ossea

Os tecidos calcificados podem ser avaliados pelas imagens radiograficas
utiizando a densidade radiografica (densitometria). A determinacdo da
mineralizacdo O0ssea é de grande importancia para se alcancar um diagndstico
efetivo e em alguns casos, chegar a um diagnéstico precoce, como, por exemplo,
em individuos com osteoporose, que se descoberta de forma prévia, os riscos de
fragilidade 6ssea e consequente fraturas patolégicas sdo bem reduzidos (ALVES,
STERMAN, 2010). O exame radiografico possui funcdes variadas, sendo uma das
principais, a analise do estado do tecido 6sseo, a qual avalia a consisténcia 0ssea,
ou sua arquitetura (normal ou com fratura) (FONZAR, 2010). Este também é
importante para acompanhar a evolucdo do remodelamento e/ou reconstituicdo
0ssea, ao longo do tempo, entretanto, radiografias convencionais nao analisam o
reparo 6sseo quantitativamente (FONZAR, 2010), pois em exames radiograficos
simples, sO se consegue visualizar lesdes quando a perda mineral éssea foi superior
a 30% e sua interpretacdo pode ser subjetiva (ALVES, STERMAN, 2010). Com a
finalidade de adquirir novas informacg8es qualitativas e quantitativas do tecido 6sseo,
pesquisadores e profissionais da salde vém buscando cada vez mais a
densitometria Optica radiografica (FONZAR, 2010), também conhecida como
fotodensitometria, esta tem boa precisdo e acuracia e seu custo € inferior as demais
(LOUZADA, 2002).

Uma das razBes que promoveu o ressurgimento dessa técnica foi o0 emprego
de equipamentos digitalizados como o “scanner” e programas computacionais, que
permitem o armazenamento, a recuperacdo e a obtencdo rapida das imagens
radiograficas (LOUZADA, 2002).

1.3Ultradiluicbes / Homeopatia

A maioria dos tratamentos homeopaticos utiliza medicamentos altamente
diluidos, o0 que gera controvérsias e criticas em muitos aspectos da ciéncia moderna.
Porém, os efeitos bioldégicos obtidos em modelos experimentais sdo evidentes.
Apesar disso, a simples demonstracdo dos efeitos bioldégicos da homeopatia

representa apenas um primeiro passo para elucidacdo desses mecanismos
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(WASSENHOVEN, 2007; BONAMIN, 2007; KOMISSARENKO, 2012; SANTANA, et
al., 2014 a; SANTANA, et al., 2014b).

O tratamento homeopatico desenvolvido por Samuel Hahnemann € baseado na
premissa de que, se um produto em dose ponderal pode causar sintomas fisicos e
comportamentais em um individuo saudavel, em doses ultradiluidas e sucucionadas,
pode curar 0s mesmos sintomas em um individuo doente. Esse produto pode ser
oriundo dos reinos mineral, vegetal ou animal, bem como de laboratoérios biolégicos,
indastria quimico-farmacéutica (VANDERLEI, 2010; SANTANA, et al.,, 2014 a;
SANTANA, et al., 2014b).

Muitos medicamentos j4 tém seu efeito biolégico comprovado através de
estudos sérios, que geraram artigos publicados em revistas indexadas, como por
exemplo, o efeito do Rhus toxicodendron na modulacdo inflamatéria no caso de
Artrite (FISHER e SCOTT, 2001; PATIL, et al., 2011). Tupe, et al. (2015) utilizou O
Syzygium jambolanum (utilizado na clinica para Diabetes mellitus) in vitro, e
constatou o poder do medicamento na protecéo celular e na glicacao, fato este muito
importante no envelhecimento, teor do presente estudo. Nas intoxicacdes por
aflatoxina, em modelo experimental com ratos, o medicamento homeopéatico
Tarentula cubensis 6D, diminuiu os efeitos deletérios em parametros bioquimicos
(KARABACAK, et al.,, 2015). Mutlu, et al. (2015) em pesquisa basica, em
camundongos, alcancou resultados com o0 medicamento Anaxim peratorque

sugerem efeito anti-depressivo, ansiolitico e analgésico nos animais.

Mathie e Clausen (2015) realizaram uma meta-andlise (estudo bibliométrico)
dos artigos publicados na “Homeopathy” sobre tratamentos veterinarios e concluiu a
presenca de 38 ensaios clinicos ou profilaticos, em 07 espécies e 27 condi¢des

médicas diferentes.

Na literatura a Calcarea carbénica € um medicamento indicado para patologias
da infancia e da senilidade, com prevencao do envelhecimento precoce (Demarque,
et al., 2003). E a Baryta muriatica também é utilizada na clinica para o mesmo fim,

no caso dos idosos.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar a possibilidade de medicamentos homeopaticos
melhorarem tarefas cognitivas e a densidade mineral 6ssea, prejudicadas no

animal/humano idoso.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o quanto o medicamento homeopético pode ou ndo alterar o comportamento

e a densidade 0ssea dos animais em questéo.

Analisar se a Calcarea carbbnica e a Baryta muriatica sdo os medicamentos mais

indicados.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelos Animais

Modelos animais vém sendo desenvolvidos na tentativa de reproduzir
experimentalmente, fendmenos com caracteristicas comparaveis as observadas em
contexto humanos (SENGUPTA, 2013). Estes modelos, embora com limitagdes, sao
ferramentas que oferecem vantagens em relagdo as pesquisas com seres humanos.
Experimento com roedores facilitam a observagéo no desenvolvimento do estudo ,

permitem manipulagdes especificas e controladas do ambiente (KREMER, 2007).

4.1.1 Animais

Foram utilizados 32 animais Wistar com 22 a 23 meses de idade provenientes
do Biotério da Universidade de Santo Amaro (UNISA).

Todos os animais foram alojados em gaiolas com acesso ad libitum ao alimento
e agua, com ciclo de luz controlado 12:12 horas (7h/19h). Temperatura de 23 a 24°
C.
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Os medicamentos foram feitos segundo a Pharmacopéia Homeopatica
Brasileira. Os animais tomaram o medicamento ultradiluido na 4gua de bebida ad
libitum. Em cada bebedouro foram colocadas 5 gotas da medicacdo e agitado, os

bebedouros foram trocados 2x na semana e o procedimento foi 0 mesmo.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais

(4/gaiola), sendo 8 animais por grupo:

1. Grupo Calcarea carbénica 30 cH;
2. Grupo Baryta muriatica 30 cH;

3. Grupo Soluc¢édo hidroalcodlica 10%;
4. Grupo Controle.

O experimento foi realizado em cego, e os medicamentos utilizados em
codigo, somente revelados ap0s a realizacdo da estatistica. Os animais foram
pesados semanalmente e passaram pelo Campo Aberto (CA) no dia 1 do
experimento, apds 40 dias de medicacdo 0s animais passaram por testes
comportamentais como o Campo Aberto (CA), Labirinto em “T” e reconhecimento de
objetos. Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA, seguido pelo
Teste de Bartlett e Teste de Comparacdo Mdltipla de Bonferroni, sendo p<0,05.
(ZAR, 2010).

Os animais foram submetidos a eutanasia de forma recomendada pelo CONCEA
(2013), por anestesia geral com Xilazina + Ketamina (IP) Na necropsia foi retirado o

fémur de cada animal.

Célculo da anestesia para a Eutanasia: Misturar 1 mL de Ketamina 5% (50 mg/mL) +
1 mL de Xilazina 2% (20 mg/mL) (5 mg para cada 100 g ou 0,05 mg/g de peso de
Ketamina e 2 mg para cada 100 g ou 0,02 mg/g de peso de Xilazina). Desta mistura
considerar a dose 0,3 mL para cada 100 g de peso do rato, por via IP (Massone,
2008).

4.2 Avaliacao da Atividade Geral em Campo Aberto (CA)

A atividade geral dos ratos foi observada em campo aberto. Neste teste os

animais foram colocados em uma arena, sempre durante um mesmo periodo do dia.
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Cada animal foi colocado individualmente no centro do aparelho de campo aberto,
tendo sido observado por 3 minutos. O fundo deste aparelho é dividido em vinte e
cinco partes aproximadamente iguais. Entre um animal e outro, o aparelho foi limpo
com solucgdo de alcool a 5% para evitar-se a interferéncia do odor do animal anterior.
Foram observados frequéncia de locomocao, de levantar e o nimero de bolos fecais
(defecacao) (Figura 1).

Figura 1. Animal submetido ao Teste de Atividade Geral em Campo Aberto.

Fonte: o autor (2017).

4.3Teste de Reconhecimento de Objetos

Foram submetidos a sessao de treino por 10 minutos na arena de campo
aberto com dois objetos de tamanho e forma iguais. E cronometrado o tempo gasto

explorando os objetos (Figura 2).
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Figura 2. Animal submetido a primeira parte do teste de reconhecimento de objetos.

Fonte: o autor (2017).

Na sesséao de teste, feita 90 minutos apds, um dos objetos é trocado por outro
diferente em forma, mas do mesmo tamanho (Figura 3). Os resultados dos tempos
de exploracdo dos objetos sdo comparados e analisados por Teste estatistico

ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni.

Figura. 3. Animal submetido a segunda parte do teste de reconhecimento de objetos.

Fonte: o autor (2017).
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4 4 Teste de Labirinto em “T”

O labirinto em T foi construido em madeira pintada de preto (tinta acrilica
impermeavel) com trés bragos formando um “T” (90° de inclinag&do). O labirinto em T
foi elevado 65 cm do chdo. Os bracos com 10 cm de largura e as paredes com 30
cm de altura. Um dos bracos contendo uma éarea de partida de 20 cm de
comprimento, separado por uma parede removivel da continuacdo do braco. O
restante desse braco possuiu 45 cm de comprimento. Os outros dois bracos
(esquerdo e direito) foram os bragos de escolha tendo 40 cm de comprimento cada
(Figura 4). Os ratos foram colocados na area de partida do aparato e la mantidos por
10 segundos. Nesse momento, a barreira foi erguida, permitindo que o animal
explore o labirinto por mais 90 segundos. Inicialmente, cada rato passou por uma
sessdo de escolha for¢cada no labirinto, na qual o brago direito ficou bloqueado. Apés
20-30 minutos, o rato passou por uma sessdo de escolha livre, onde ambos o0s
bracos sdo abertos para a exploracdo. Apos 4-5 h, o rato passou por outra sessao
de escolha for¢cada, na qual o braco esquerdo estava bloqueado. Finalmente, apds
20-30 min., o rato passou por outra sesséo de escolha livre. As sessdes de escolha
forcada (com um dos bracos obstruidos) objetivaram levar o animal para um
determinado braco do aparato; nas sessdes seguintes de livre escolha (com os dois
bracos livres), o animal tinha acesso aos dois bracos do aparato, sendo as sessdes
de livre escolha o teste propriamente dito. Tanto as sessdes de escolha forcada
como livre tinham duragdo méxima de 90 segundos. Antes de cada sessdo, O
aparato foi lavado com uma solucdo de 5% alcool/agua para eliminar possiveis

interferéncias devido a pistas olfativas deixadas anteriormente por outros ratos.

Figura 4. Animal submetido ao Teste de Labirinto em “T".

Fonte: o autor (2017)
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4.5Preparacdo do Fémur

Apos a retirada do fémur, os mesmos foram armazenados, para que 0 presente

estudo pudesse ser realizado.

4.6Densitometria Ossea

Todas as amostras coletadas foram expostas a uma maquina de raio-x portatil
(Nomad® Aribex, EUA) (Figura 5).

Figura.5: Nomad — Exposicdo ao Raio-X.

Fonte: Imagens fornecidas pela Dra. Maristela Dutra Corre Bonfim.

As imagens foram analisadas por um scanner digital indireto (SoredexDigora®
Optime) (figura 6) com placas de fosforo foto estimulaveis (PSP). A densidade Optica
foi determinada por nimeros em uma escala de cinza 8 bits (0-255) e medida pelo
programa Digora para Windows® (Soredex, Finlandia) em 13 pontos normalizados

em 3 areas do fémur por dois observadores independente.
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Figura. 6: Digora Optime.

Fonte: Imagens fornecidas pela Dra. Maristela Dutra Corre Bonfim.

Foi realizada andlise estatistica dos resultados, paramétricos (ANOVA, seguido
de testes de comparacdo multiplus) (ZAR, 2010). Sendo considerado significante
p<0,05. Para a locomog¢ao foi realizado ANOVA, seguido do Teste de Tukey (p <
0,05) e para a densidade 0ssea, a normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk e a homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene; a
distribuicdo dos dados dentro de cada grupo foi normal (p > 0,05) a homogeneidade

das variancias foi respeitada (p>0,05).

5. RESULTADOS

Quanto a analise comportamental em Campo Aberto e Teste de Aprendizado

em Labirinto em T:

5.1Campo Aberto

No Campo Aberto realizado no inicio do experimento antes dos animais
serem medicados ndo houve diferenca estatistica, demonstrando que 0s grupos no
inicio do experimento eram homogéneos. Apos os 40 dias de medicagdo os animais

voltaram a realizar o Campo aberto e obtivemos resultados diferentes entre os
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grupos. A Locomocéo total foi maior (p <0,05) no grupo Baryta muriatica (35,3% 5,4
guadrantes) e no grupo Calcarea carbonica (34,8+£3,6 quadrantes) em relacdo ao
grupo controle (13,0£2,9) e grupo solucao hidroalcoolica (14,8+3,1). Houve também
diferenca estatistica na Imobilidade, onde os grupos Calcarea carbbénica e Baryta
muriatica ficaram menos imoveis (100,5+11,3 e 79,8+14,22 segundos,
respectivamente) em relacdo ao Controle e a Solucéo hidroalcoodlica (143,6+12,5 e

155,4+£13,1 segundos, respectivamente).

Figura 7. Os dados estdo apresentados como médias + erro padrdo. Relativa a
locomocéo total e imobilidade. Uma maneira ANOVA seguido por teste de
comparacao mdultipla de Bonferroni, * p <0,05- em relacdo ao grupo SH e Controle
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Fonte: o autor (2017).
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5.2Reconhecimento de Objetos

Em relacédo ao teste de Reconhecimento ou Discriminacédo de objetos, pode-
se observar que o grupo dos animais que tomou Baryta muriatica reconheceu mais

um novo objeto do que o grupo controle e solucao hidroalcodlica (p <0,05).

Figura 8. Os dados estdo apresentados como médias + erro padrdo. ANOVA
seguido por teste de comparacdo multipla de Bonferroni, * p <0,05- em relacdo ao

grupo Solucao hidroalcodlica e controle Branco.
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Fonte: o autor (2017).

5.3Labirinto em “T”

Em relagdo ao teste de aprendizagem Labirinto em "T“, observamos um
namero maior (p <0,05) de acertos no grupo que tomou Baryta muriatica (1,5+0,2

acertos) em relacéo ao Controle (0,5+0,2) e Solug&o hidroalcodlica.
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Fig 9. Os dados estdo apresentados como médias + erro padrdo. Em relacdo ao
teste de aprendizagem Labirinto em "T“ . Uma maneira ANOVA seguido por teste de
comparacao multipla de Bonferroni, * p <0,05- em relagdo ao grupo HS e controle
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Fonte: o autor (2017).

5.4Densidade Mineral Ossea

Testes t para amostras independentes foram conduzidos a fim de se avaliar
se o0s registros de densidade mineral O0ssea variavam entre dois observadores
independentes. Para todos os casos, ndo foram observadas diferengcas entre os
registros dos dois observadores (p > 0,05), conforme € possivel evidenciar na Figura
11.
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Figura. 10. Comparacdo dos registros de densidade mineral 0ssea entre dois

observadores independentes.
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Uma ANOVA de uma via foi conduzida, de forma independente por regido

Ossea, para se avaliar o efeito do tratamento sobre a densidade mineral 6ssea.

Quanto aos pré-requisitos do teste, a existéncia de outliers foi avaliada pela analise

grafica de box-plots, a normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a

homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene. Os outliers

identificados foram excluidos; a distribuicdo dos dados dentro de cada grupo foi

normal (p > 0,05); a homogeneidade das variancias foi respeitada (p > 0,05) (Tabela

1 e Figura 2). Uma vez que nao houve diferengas entre os registros dos

observadores, foram utilizados apenas os dados obtidos para o observador 1.



40

Tabela 1. Analise descritiva da densidade mineral 6ssea por tratamento e regido.

1IC95%

Grupo Regido  Média DP Inferior Superior N SW

SH Proximal |217,60 15,96 212,57 222,63 35 0,395
CcC Proximal |215,29 15,82 210,26 220,31 35 0,283
BM Proximal |219,72 14,20 214,95 224,48 39 0,707
CB Proximal |221,53 14,35 216,57 226,48 36 0,060
SH Distal 238,70 9,06 235,38 242,01 33 0,242
CcC Distal 238,59 9,33 234,93 242,26 27 0,715
BM Distal 238,32 9,19 235,06 241,59 34 0,740
CB Distal 236,98 10,73 233,21 239,74 34 0,520
SH Média 195,90 16,77 189,93 201,88 21 0,938
cC Média 204,45 10,29 198,33 210,57 20 0,686
BM Média 195,25 12,54 189,66 200,84 24 0,420
CB Média 197,75 1451 192,16 203,34 24 0,605

Fonte: o autor (2017).

DP: desvio padréo; 1C95%: intervalo de confianca de 95% para a média; SW: os
valores de p obtidos no teste de normalidade Shapiro-Wilk. Grupos: SH — Solucéo
hidroalcoolica; CC — Calcéaria carbonica; BM — Baryta muriatica; CB — Controle.
Valores apresentados referem-se aos registros do Observador 1. N&ao foram

evidenciadas diferencas entre os registros dos dois observadores.
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Figura 11. Avaliacdo do efeito do tratamento sobre a densidade mineral éssea.
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Fonte: o autor (2017).

Ndo foram observadas diferencas significativas. Grupos: SH — Solucéo

hidroalcodlica; CC — Calcaria carbdnica; BM — Baryta muriatica; CB — Controle
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Figura 12. Avaliacdo do efeito do tratamento e da regido sobre a densidade mineral
0ssea. Grupos: SH — Solucéo hidroalcodlica; CC — Calcéria carbonica; BM — Baryta

muriatica; CB — Controle.
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5.5Avaliacéo de Possivel Efeito de Interacdo Entre Tratamento e Regido

Uma ANOVA de duas vias foi conduzida para se avaliar o efeito do tratamento e
da regido sobre a densidade mineral 6ssea. Quanto aos pré-requisitos do teste, a
existéncia de outliers foi avaliada pela analise grafica de box-plots, a normalidade foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias foi avaliada
pelo teste de Levene. Os outliers identificados foram excluidos; a distribuicdo dos

dados dentro de cada grupo foi normal (p > 0,05); a homogeneidade das variancias
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foi respeitada (p > 0,05). Uma vez que nao houve diferencas entre os registros dos

observadores, foram utilizados apenas os dados obtidos para o observador 1.

N&o foi observado efeito significativo da interacdo entre tratamento e regido
sobre a densidade mineral 6ssea (F (6,350) = 1,883, p = 0,083, n2 parcial = 0,031).
Entretanto, ao se avaliar o efeito principal do fator regido, diferencas na densidade
mineral 6ssea foram observadas (F (2,350) = 243,86, p < 0,001, n2 parcial = 0,582).
Em outras palavras, a densidade mineral 6ssea foi maior na regido distal,
independentemente do tratamento, seguida da regido proximal; a regido média foi a

gue apresentou 0s menores valores de densidade mineral 6ssea (Figura 13).

Ainda que nao tenham sido observadas diferengas entre os tratamentos na
regido média (p = 0,128), tampouco um efeito de interacdo entre tratamento e regido
tenha sido observado (p = 0,083), nota-se que o tratamento com Calcéria carbbénica
foi 0 que apresentou maior elevagdo da média da densidade mineral 6ssea nessa
regido (média = 204,45, IC 95% = 198,33; 210,57, N = 20 observac¢des, 2 por 0Ss0)
(linha verde da Figura 3, grupo CC). Nao foram observados perfis semelhantes nas
demais regides é6sseas (vide demais linhas da Figura 13). Talvez um estudo com
maior nimero amostral de observac¢des na regido média do 0sso poderia detectar

algum efeito sutil deste tratamento.

6. DISCUSSAO

Modelos animais como ratos e camundongos sdo muito utilizados para estudar
envelhecimento humano, trazendo como grande vantagem seu curto periodo de
vida, fornecendo resultados mais rapidamente (MAGALHAES, 2006). Os animais do
presente estudo, com 22 a 23 meses ja sdo considerados animais idosos, por
viverem em condicdes de biotério, e ser a idade normalmente utilizada para
experimentos de senilidade (VALENTE, 2011).

Com o passar do tempo, inumeros modelos animais foram criados e
padronizados para avaliar experimentalmente a ansiedade em humanos. Apesar de

nao ser possivel afirmar que animais apresentem as mesmas sensacoes subjetivas
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de ansiedade que os seres humanos, acredita-se que haja uma similaridade muito
grande entre as espécies em relacdo aos mecanismos neurais e funcbes
comportamentais subjacentes a essa emoc¢ao, desde a percepcao de situacoes
sinalizadoras de um perigo em potencial até a organizacédo das reacfes de defesa
(CRUZ, 2012).

Dentre as funcdes psicolégicas humanas estudadas por meio de modelos
experimentais, a ansiedade € a mais estudada atualmente (CRUZ, 2012). A partir
destes modelos animais é possivel desenvolver novas drogas ansioliticas, promover
avaliacdo fisiolégica do mecanismo de acdo dessas drogas, por meio do teste

empirico de hipéteses comportamentais e fisiopatoldgicas (CRUZ, 2012).

No inicio do experimento ndo houve diferenca estatistica entre os grupos no CA,
demonstrando uniformidade entre os animais, ap6s a medicagdo ao passar pelo CA,
foi observado um aumento dos quadrantes andados (p<0.05) na locomogao total e
uma diminuicdo da imobilizacdo dos grupos que tomaram Calcarea carbOnica e
Baryta muriatica (p<0.05) em comparagao com os grupos Controle branco e Solugao
Hidroalcodlica, demonstrando uma melhor disposicao dos idosos medicados. Com o
passar do tempo, o individuo idoso comeca a apresentar aspectos préprios que
caracterizam a diminuicdo da capacidade funcional de seu organismo, portanto
encontrar medicamentos que possam auxiliar e reverter quadros na senilidade é
muito importante, outros experimentos foram realizados neste sentido, como, por
exemplo, o estudo de Cruz et al (2010) que utilizou o Extrato de Ginkgo biloba em
ratos e conseguiu uma melhora da atividade motora e uma diminuicdo da

imobilidade no Campo Aberto.

E sabido que o envelhecimento acelera processos neurodegenerativos
(VALENTE, 2011), levando a disfun¢des cognitivas, porém no Teste do Labirinto em
“T” demonstrou-se um maior numero de acertos do brago correto no grupo que
tomou Baryta muriatica 30 cH, que portanto auxiliou na melhora da memoaria dos

idosos.

Quando baseada nos parametros da Organizacdo Mundial de Saude, a
densitometria 0ssea € a método diagnostico padrdo da osteoporose (VALENTE,
2011). Contudo, o resultado pode variar de acordo com a metodologia utilizada, com

a parte do esqueleto analisada e com a composicdo corporal do paciente
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(SAARELAINEN et al., 2007). Para a confirmacéo de osteoporose em um individuo,
este deve apresentar DMO 2,5 desvios-padrédo abaixo da média considerada normal
(T-score < -2,5). T-score entre -1 e -2,5 caracteriza clinicamente a osteopenia
(FERRETTI et al., 2003). A doenca é classificada histomorfometricamente quando a
perda 6ssea é maior que 11% (ALEXANDRE, 2005).

N&o foram observados efeitos significativos do tratamento sobre a densidade
mineral 6ssea na regido proximal (F(3,141) = 1,143, p = 0,334, n2parcial = 0,024),
distal (F(3,124) = 0,391, p = 0,760, n2parcial = 0,009), e média (F(3,85) = 1,945, p =
0,128, n2parcial = 0,064) com os medicamentos Calcarea carbonica e Baryta
muriatica, resultado diferente do obtido por Canello et al. (2016) que verificou que
preparacdes homeopaticas com tropismo do tecido 6ésseo podem melhorar
significativamente a mineralizacdo 0ssea, eles observaram frangos idosos, com um
aumento de 30%, 36% e 63% da mineralizagdo com os tratamentos com S.
officinalis (9CH), Tricalcarea (4CH) (*P <0,05) e Calcarea carbonica (30CH ) (***P
<0,001), respectivamente, em um periodo de tratamento de 2 anos, e neste caso,
levanta-se a hipétese de que 40 dias de tratamento dos ratos pode nao ter sido o

suficiente para uma diferenca significativa.

7. CONCLUSAO

Os medicamentos foram capazes de aumentar a locomoc¢éo dos animais mesmo
sem alteracdo na densidade 0ssea e a Baryta muriatica agiu na melhora cognitiva

dos animais em comparagao aos outros grupos.
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ANEXO 1
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