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Reach
Glovia Estefan

Sowme dreams Live on in time forever
Those dreams, You wank with all your heavt

And UL do whatever Lt takes
Follow through with the promise L made
Put it all on the Lline
what { hoped for at Last would be mine

(f L couldl veach, higher
Just for one moment touch the sky
From that one moment tn my Life
(v gonna be stronger
Kunow that i've tried my very best
'l put my splrit to the test
(f L could veach

Some dags ave meawnt to be revenmbered
Those oimds we rlse above the stars

So ULl go the distance this time
Seeing wmore the higher L clinbo
that the move L believe
ALL the more that this
Dream will be mine

(f L could reach, higher
_Just for one moment touch the skey
From that one moment in my Life
(' gonna be stronger
Kunow that L've tried my very best
'l put my splrit to the test
If t could veach

(f 1 could veach, higher
Just for one moment touch the sky
From that one moment tn my Life
(' gonna be stronger
' gonna be so much stronger
Yes, L am
[ put my spirit to the test!
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Fmmanuel

Ofereco,
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nos tornarmos pessoas de bem!

Porque Tu me deste a vida,
Porque Tu me deste o existir,
Porque Tu me deste o carinho,

Me deste 0 AMOR!
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Agradeco pela Boneca linda que me deste, na esperanca de me ver embalar um filho,
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EFEITOS DO BENZENO, EM ULTRA ALTA DILUICOES, FRENTE AO BENZOLISMO
EXPERIMENTAL AGUDO EM CAMUNDONGOS

RESUMO- Neste estudo buscou-se avaliar o uso do Benzeno preparado
homeopaticamente em camundongos, no caso de intoxicagdo experimental aguda pela
mesma substancia quimica. Para tanto, foi utilizado um modelo experimental com 45
camundongos, subdivididos em 5 grupos (n=9). Os animais foram tratados durante 15
dias, sendo que o grupo controle recebeu 0,2mL 6leo, via intraperitoneal (IP). O grupo
branco 0,2mL alcool 30% (IP). Os grupos subseqiientes foram tratados com 0,2mL de
Benzenum 6CH, 12CH e 30CH (IP). No 15° dia, administrou-se 3,0422mL/Kg Benzeno
em O6leo, e amostras de sangue foram colhidas para a realizagdo de hemograma,
exames bioquimicos séricos e apds o 6bito, fragmentos do figado e dos rins foram
colhidos, e o esterno, para a avaliagdo da medula déssea. As médias dos pesos
demonstraram variagdes estatisticamente significantes, entre os grupos. O hemograma
nao revelou médias estatisticamente diferentes. Os exames bioquimicos ALT, FA, uréia
e creatinina ndo mostraram resultados estatisticamente diferentes. A taxa de
mortalidade foi menor entre os grupos tratados homeopaticamente, sobretudo
Benzenum 12 CH. O Benzenum foi capaz de diminuir a mortalidade esperada (DLs
3,0422mL/Kg Benzeno) comprovando a Lei dos Semelhantes, um dos pilares da
Homeopatia.

Palavras chave: benzolismo, benzeno, camundongo, homeopatia, intoxicacao
aguda.



EFFECTS OF HOMEOPATHICALLY PREPARED BENZENE IN ACUTE
EXPERIMENTAL BENZOLISM IN MICE

ABSTRACT- This present study aimed to evaluate the use of homeopathically
prepared benzene in acute experimentally intoxicated mice with benzene. Five groups
with nine mice each were used (n=45). Those animals were pre-treated for 15 days with
0,2mL of oil, intraperitoneally (IP), control group; 0,2mL of alcohol 30%,(IP) -white group;
0,2mL of Benzenum (IP), each, 6CH, 12CH, 30CH, respectively. At the 15" day, the
LDso of Benzene (3,0422mL/kg), and oil was injected, IP, and blood samples were taken
for execution of blood, serum biochemical tests. After death, fragments of the liver and
kidneys and the sternum, were sent to histopathological evaluation. The mean weights
demonstrated statistically significant variations among the groups; The blood did not
reveal statistically different media. The examinations biochemical ALT, FA, urea and
creatinine showed no statistically different results. The mortality rate was lowest among
the groups treated homeopathically especially Benzenum 12 CH. The homeopathic
medicine in question, Benzenum, was able to reduce the mortality expected for LDsg
3.0422 mL / kg of benzene, showing the Law of Similar, one of the pillars of
Homeopathy.

Keywords: Benzene, benzolism, mice, homeopathy, acute intoxication.



INTRODUCAO

O Benzeno é um hidrocarboneto aromatico liquido, incolor, miscivel em 6leo,
volatil, inflamavel, de odor caracteristico, perceptivel a concentragdes da ordem de 12
ppm, cuja forma molecular é CsHs (ARCURI et al., 2005).

A exposicdo ao Benzeno pode causar um conjunto de sinais, sintomas e
complicagbes, que podem ser agudos, quando houver exposi¢ao a altas concentragoes,
com presenga de sinais e sintomas neurolégicos; ou crbnicos com sinais e sintomas
clinicos diversos, levando a complicagdes principalmente no sistema hematopoiético
(COSTA, 2005).

Os sintomas ocorrem em aproximadamente 60% dos casos, caracterizados por
astenia, mialgia, sonoléncia, tontura e sinais infecciosos de repeticdo. Os dados
laboratoriais hematologicos mais relevantes sédo representados pelo aparecimento de
leucopenia, neutropenia, eosinopenia, linfocitopenia, monocitopenia, macrocitose,
pontilhado basoéfilo, pseudo Pelger e plaquetopenia (DESOILLE et al.,, 1991;
VERRASTRO & MENDES, 1995; COSTA, 2005).

O diagnéstico é eminentemente clinico e epidemioldgico, fundamentando-se na
histéria de exposicdo ocupacional e/ou acidental ao benzeno e seus derivados € na
observacdo de sintomas e sinais clinicos e dos achados laboratoriais supracitados
(ARCURI et al., 2005; COSTA, 2005).

E crescente o nimero de profissionais na &area da salude que tem se
especializado em Homeopatia, incluindo-se os Médicos Veterinarios, também aumenta
o interesse por parte da populagédo por esses profissionais e terapias complementares.
Todavia, o conhecimento de alguns profissionais ainda é bastante superficial, apesar de

mais de cento e cinqlienta anos de experimentacao e de pratica médica mundial, com



consequente acumulo de fatos experimentais e clinicos recolhidos em abundante
literatura em varios idiomas (DEMARQUE, 2002).

As publicagbes cientificas sobre o assunto publicadas nos ultimos anos sao
crescentes. No entanto, entre os trabalhos indexados surgem diversas controvérsias,
sobretudo no que diz respeito a metodologia e aos resultados clinicos obtidos. Com
relagdo aos achados laboratoriais existem dados que demonstram a eficacia da
terapéutica abordada (ENDLER & SCHULTE, 1994).

O primeiro conceito sobre Homeopatia data de 460- 370 a.C. citada por
Hipocrates, que utlizou a “Lei dos Semelhantes” em um dos seus aforismos: “O que
produz a estranguria, cura a estranguria; o que causa o vémito, cura o vomito; o que da
febre a um homem s&o, cura um homem que tem febre”. A Homeopatia teve seu grande
marco com Samuel Hahnemann (1755-1843), quando descobriu um processo
terapéutico baseado na correlagdo clinica da doenga com o fenbmeno da reagao as
drogas (KOSSAK-ROMANACH, 1993; BENITES, 2002).

Em vista disso, objetivou-se avaliar o uso do Benzeno preparado
homeopaticamente, em camundongos, frente a exposi¢cdo aguda ao mesmo principio,

de modo a evidenciar a “Lei dos Semelhantes”, um dos pilares da Homeopatia.



1. REVISAO DE LITERATURA

A exposigdo ao benzeno constitui um problema de saude ocupacional e/ou
acidental de grande importancia hoje em dia, € € responsavel por grande parte dos
afastamentos de trabalhadores das empresas que o manipulam em suas mais diversas
areas de atuacao (ARCURI et al., 2005).

A longo prazo, a exposicao ao benzeno causa efeitos deletérios ao organismo,
particularmente ao sistema hematopoiético, desde as mais leves até as formas
extremamente graves € mesmo fatais, tais como a anemia aplastica e a leucose (RUIZ,
1987).

O benzeno é um hidrocarboneto ciclico aromatico, liquido, incolor, volatil, com
odor agradavel e altamente inflamavel, amplamente utilizado em industrias
petroquimicas, siderurgias, na fabricacao de plasticos, em industrias de borracha, tintas,
vernizes e artefatos de couro (RUIZ, 1987; MIRANDA, 1998).

O Benzolismo, intoxicacao pelo Benzeno, é o conjunto de manifestac¢des clinicas
e/ou sinais laboratoriais, compativeis com os efeitos da exposicdo ao mesmo MIRANDA
et al., 1998). Nao existem sinais ou sintomas patognomdnicos da intoxicagcdo (ARCURI
et al., 2005).

A intoxicacao pode ocorrer por trés vias de absorcéo incluindo a inalatéria, a
cuténea, e a oral. Uma vez absorvido, cerca de 50% € eliminado pelos pulmdes quase
imediatamente. O restante permanece no organismo e é distribuido por diversos tecidos
(ARCURI et al., 2005).

Na intoxicagdo aguda, a maior parte é retida no sistema nervoso central,
enquanto que na crbnica cerca de 40% permanecem na medula 6ssea, 43% no figado
e 10% nos tecidos gordurosos. Apds absorvido, parte do benzeno distribuido pelo
organismo é metabolizada pelos microssomos do hepatécito e cerca de 30% é



transformado em fenol e em derivados como pirocatecol, hidroquinona e
hidroxiquinona, os quais sao eliminados pela urina nas primeiras horas, até 24 horas
apds cessada a exposicdo (HUNTER & BLAIR, 1972; LINCH, 1974; RUSCH et al.,
1977). As intoxicagcbes agudas, em geral acidentais e graves, caracterizam-se
sobretudo pelos seus efeitos narcoticos, de acordo com a quantidade absorvida,tais
como sonoléncia, tontura, cefaléia, ndusea, taquicardia, dificuldade respiratdria,
tremores, convulséo, perda da consciéncia e morte (ARCURI et al., 2005). A dose letal
oral varia de 50 a 500mg/kg, sendo que a inalacao de 20.000 ppm ¢ fatal entre 5 e 10
minutos (FLURY, 1928; GOSSELIN et al., 1984). Sendo um irritante moderado das
mucosas, sua aspiragao pode provocar edema pulmonar, em altas concentragdes, bem

como irritacao das mucosas ocular e respiratéria (ARCURI et al., 2005).

A exposigdo cronica ao benzeno provoca, além de mielotoxicidade,
genotoxicidade, carcinogénese e efeitos sobre diversos 6rgaos, tais como, os sistemas
nervoso central, enddcrino e imunolégico. No entanto, os sinais e sintomas do
benzolismo ndo sdo especificos, podendo ocorrer toxicidades renal e hepatica. Os
efeitos sobre o sistema sanguineo sdo os mais importantes (DESOILLE et al., 1991;
VERRASTRO & MENDES, 1995). O efeito mais grave do benzeno sobre a medula
O0ssea € a sua agao citopénica/citotoxica generalizada, com reducdo de precursores
eritrocitarios, granulocitarios, trombocitarios, linfocitarios e monocitarios. Os sinais
observados mais comumente entre os trabalhadores expostos ao benzeno e seus
derivados sao a leucopenia neutrofilica, bem como, as alteragdes qualitativas nas
células  sanguineas  (macrocitose, pontilhado  baséfilo, hiposegmentagcao
citomorfolégica dos neutréfilos e presenca de macroplaquetas). O aumento do Volume
Corpuscular Médio (VCM) e a linfocitopenia tem sido consideradas alteragbes precoces
ao benzenismo (YIN et al.1987; SANTANA, 1988; RUIZ et al.,1991; RUIZ et al., 1994).

Ainda segundo ARCURI et al. (2005), as alteragdes hematoldgicas centrais

apresentam-se de varias maneiras, tais como hipoplasia, displasia e aplasia medulares.



A hipoplasia da medula éssea geralmente leva a um quadro de citopenia no
sangue periférico. A leucopenia conseqlente a neutropenia traduz a principal
repercussdo hematoldgica da hipoplasia secundaria ao benzeno e, com menor
freqUiéncia, plaquetopenia isolada ou associada a neutropenia. Estudos realizados em
medula 6ssea de trabalhadores expostos ao benzeno, e seus derivados, evidenciaram
relacdo entre neutropenia periférica e hipoplasia granulocitica, apds, em média quatro
anos de exposi¢ao (RUIZ et al., 1991; RUIZ et al., 1994). Por outro lado, em estudo
realizado com os mesmos pacientes, apds afastamento da exposicao, demonstrou-se
um tempo médio de 5 anos para a recuperagdao hematolédgica periférica (AUGUSTO,

1992).

Ha uma relacdo causal comprovada entre a exposicdo ao benzeno e a
ocorréncia de leucemias, especialmente a leucemia mieléide aguda e suas variacoes,
entre elas a eritroleucemia e a leucemia mielomonocitica (VIGLIANI, 1976; AKSOY,
1980; AKSQY, 1985; INFANTE & WHITE, 1985; RINSKY et al., 1987). Além de
leucemogénica, a toxicidade por benzeno estda também relacionada ao surgimento de
outras formas de doengas onco-hematoldgicas, como Linfomas nao-Hodgkin, Mieloma

Multiplo e Mielofibrose, embora em menor freqiéncia (ARCURI et al., 2005).

Sao observadas alteragcdes neuro-psicoldgicas e neurolégicas, como efeitos
consequentes a exposicao cronica ao benzeno, tais como como: déficits de atencao,
percepgdo, memoria, habilidade motora, mudanga viso-espacial, viso-construtiva, na
funcdo executiva, raciocinio l6gico, linguagem, aprendizagem e humor. Além dessas
funcbes cognitivas, surgem outras alteragées que incluem astenia, cefaléia, depressao,
insbnia, agitacao e alteracbes de comportamento. Além de quadros de polineuropatias
periféricas e centrais, perdas auditivas neurossensoriais, zumbidos, vertigens e
dificuldades no processo auditivo. Ademais, tém sido observadas alteracoes
cromossOmicas numéricas e estruturais em linfécitos e células da medula 6ssea de
trabalhadores expostos ao benzeno, assim como a ocorréncia de problemas

dermatolégicos, tais como eritema e dermatite irritativa de contato por exposicoes



repetidas e prolongadas ao benzeno. O diagnéstico de benzenismo, de natureza
ocupacional, é eminentemente clinico e epidemiolégico, se fundamentando na histéria
de exposi¢cdo ocupacional e na observagdo de sintomas e sinais clinicos e achados
laboratoriais ja, precedentemente, descritos. Nao existe tratamento medicamentoso
especifico para os casos de intoxicacado pelo benzeno. O acompanhamento médico
para os casos confirmados deve ser regular e por um periodo longo. As intercorréncias
clinicas devem ser tratadas com precocidade. As perturbagcbes de ordem psiquica e
social devem merecer atencao especializada, em programas de saude integrados sob o
enfoque do trabalho (ARCURI et al., 2005).

O prognéstico do benzolismo varia de acordo com as alteragdes encontradas em
cada paciente. Os trabalhadores que apresentam alteragcdes hematolégicas devem ser
considerados suscetiveis ou hipersensibilizados, tendo maior risco de agravamento do
quadro, em especial o desenvolvimento de neoplasias (ARCURI et al., 2005). E
possivel a reversdao do quadro hematolégico periférico que pode ocorrer apos um
periodo longo do afastamento do risco (SANTANA, 1988; RUIZ et al., 1991). Porém, a
reversdo para a “normalidade” do quadro hematimétrico, no sangue periférico, ndo deve

ser considerado como estado de cura (ARCURI et al., 2005).

E cada vez maior o nimero de profissionais da area da salde que tém se
especializado em homeopatia, visando complementar as terapias hoje existentes. O
conhecimento de muitos profissionais, no entanto, ainda é bastante superficial, apesar
de mais de cento e cinqlenta anos de experimentacdo e pratica homeopatica
mundialmente (DEMARQUE, 2002)..

A palavra homeopatia, oriunda do prefixo grego homeo=mesmo, igual,
semelhante e, do sufixo pathos=doenca, sofrimento, designa um sistema de tratamento
de doencas por meio de doses infinitamente pequenas de substancias capazes de
produzir, em individuos sadios, sintomas semelhantes aos da doenca que esta sendo
tratada (MARINS, 1986), baseada na lei natural de cura. “Similia similibus curantur”, ou
“os semelhantes curados pelos semelhantes” (KOSSAK-ROMANACH, 1993).



A Homeopatia estd fundamentada em quatro pilares, que a sustentam como
técnica terapéutica: principio da similitude, experimentacdo no homem s&o,
medicamento dinamizado (doses infinitesimais) e medicamento unico (TEIXEIRA,
1999). Criada, em 1796, por um médico alemao, Christian Friedrich Samuel
Hahnemann (1755-1843), preocupado em pesquisar sobre a arte de curar, por ndo se
conformar com os métodos tradicionais adotados pela medicina daquela época. Este
Médico ao traduzir um tratado sobre quinina (China officinalis), escrito por Cullen, um
pesquisador inglés, usado no tratamento de febres palustres, comegou a questionar os
efeitos dessa substancia, por se tratar de um veneno poderoso. Ao ingerir, por conta
propria, uma forte dose de quinina, observou que foi tomado por uma sequéncia de
febres violentas, cujos sintomas eram parecidos aquelas febres curadas pela mesma
substancia. Impressionado com tal experiéncia, repetiu-a diversas vezes, até nao ter
mais duvidas quanto ao resultado. A constatagcdo de que a quinina era capaz de
eliminar a febre intermitente, por provocar no individuo sadio os mesmos sintomas da
febre palustre, o fez experimentar, em diversos individuos higidos, e em si mesmo, o
enxofre, o mercurio, a belladona, a digitalina, a prata, o ouro, o ferro, a cicuta e a
ipecacunha, percebendo que os efeitos ou sintomas produzidos correspondiam
estritamente aos sintomas das moléstias que as drogas curavam permanentemente.
Em sua pesquisa, constatou freqliente agravamento inicial, atribuido a soma da doenca
pré-existente, com aquela artificialmente produzida pelo simillimum (medicamento cujos
sinais apresentados durante a experimentacdo, melhor coincidem com as
manifestacées apresentadas pelo doente). No intuito de diminuir esse inconveniente,
Hahnemann desenvolveu uma técnica de diluicdo em alcool e agua, em escala
centesimal progressiva, homogeneizando cada diluicdo com agitagcdes ritmadas
(sucussoes). Preocupado em nao prejudicar os efeitos terapéuticos das substancias ao
adotar tais procedimentos, surpreendeu-se ao constatar que as diluicbes conservavam
e ainda conferiam maior potencial curativo as mesmas; surgiu entdo o medicamento
homeopatico (MARINS, 1986; KOSSAK-ROMANACH, 1993; BENATO, 2003).



A atividade de substancias preparadas sob a forma de ultra alta diluigdes (UHD)
em sistemas dinamizados ou micro-doses foi estudada no final do século passado por
diversos grupos, mas permaneceu latente ou negligenciada pela comunidade cientifica.
Nessas preparacdes, uma substancia sofre diluicées seriadas a 1:100 (C) ou 1:10 (D),
sendo que para cada passagem faz-se a sucussdo da mesma. Quando a diluicdo é
feita 100 vezes, temos uma diluicdo centesimal Hahnemanianna (CH) e o nimero que

precede a indicacado CH corresponde ao numero de passagens (CARVALHO, 2000).

Sabe-se que uma diluicdo Hahnemanniana de uma substancia toxica exerce um
efeito protetor contra a mesma substancia (COTTE & BERNARD, 1983). Toda droga
que causa uma perturbacdo no organismo sadio (doenca artificial) é capaz de curar
este mesmo distarbio no organismo doente (similia similibus curantur), pois desperta
uma reagao organica contraria ao sintoma inicialmente provocado, anulando com isto o
sintoma semelhante da doenca natural (TEIXEIRA, 1999).

Wurmser (1958) discorreu sobre a influéncia das doses infinitesimais
homeopaticas, na cinética da eliminagdo de substancias toxicas do organismo,
ressaltando que os resultados terapéuticos sdao melhores, mais rapidos e sem riscos
quando do uso desse método.

Vischniac (1965) conseguiu evidenciar que o chumbo pode ser eliminado do
organismo do homem e de outros animais, utilizando principios homeopaticos
(administragdo de chumbo dinamizado), que atuaria no organismo como um quelante,
retirando o excesso de chumbo e evitando que o organismo fique com seu estado de

saude comprometido.

A inibicdo dos quadros de intoxicacdo pelo mercuario e pelo cadmio foi
comprovada com o uso da diluigao infinitesimal (BASTIDE& BOUDARD, 1994).

Santos (1990) utilizando o modelo experimental de diabetes induzida pela
aloxana, mostrou efeito hipoglicemiante de uma preparagdo homeopatica com a prépria
aloxana 6CH.



Bonnivair (1971) asseverou, com base nos seus achados, que em intoxicacées
cronicas, o beneficio da cura é muito maior e com menos danos para o paciente
quando se usa a homeopatia.

Diluicbes infinitesimais de Mercurius corrosivus 5CH e 9CH protegem contra
doses letais de cloreto de mercurio (CAMBAR et al., 1983).

Fisher et al.(1987) relataram que o Plumbum metallicum 200CH provocou uma
excrecao de chumbo pela urina estatisticamente significativa e maior do que a de
Plumbum metallicum 5CH e 30CH.

“Se uma terapéutica resiste as criticas severas feitas durante 200 anos e é ainda
utilizada por milhdes de pessoas e aceita por milhares de médicos, nao se pode negar
a existéncia de um fato terapéutico consagrado pelo tempo e pelo uso” (CARLINI,
1985).

2. OBJETIVOS

O escopo deste trabalho foi o de avaliar a eficacia do uso do principio
homeopatico na prevencao da intoxicacao por benzeno, por intermédio do estudo da
taxa de mortalidade, da celularidade sanguinea periférica, das provas de alteracoes
hepaticas e renais, bem como das alteracdes histopatolégicas, de modo a prestar uma
contribuigcdo na investigagcdo dos casos de Benzolismo.



3. MATERIAL E METODOS

4.1- Grupos Experimentais

Foram utilizados 45 camundongos jovem-adultos, machos, da linhagem suica
(Swiss), pesando cerca de 40g cada, oriundos do Biotério Central da FMRP USP,
Campus de Ribeirdo Preto.

Os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,
campus de Jaboticabal, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas para animais
de laboratério, sob condigées controladas de luminosidade (ciclo 12/12h, luzes
acesas as 07h) e em temperatura ambiente, recebendo racdo comercial e agua ad
libtum. O experimento foi realizado na fase de claro.

Os camundongos foram distribuidos em cinco grupos com 9 camundongos cada,

conforme segue abaixo:

Grupo | — grupo controle, n=9, tratado com 0,2 mL de 6leo de soja, via intra-
peritoneal (IP), trés vezes por semana, durante 15 dias (duas semanas).

Grupo Il — grupo branco, n=9, tratado com 0,2mL de alcool etilico 30%- veiculo
das preparacbes homeopaticas, via intra-peritoneal (IP), trés vezes por semana,
durante 15 dias (duas semanas).

.Grupo lll — grupo, n=9, tratado com 0,2mL de Benzenum 6 CH, por via IP, trés
vezes por semana, durante 15 dias.

Grupo IV — grupo, n=9, tratado com 0,2mL de Benzenum 12 CH, por via IP, trés
vezes por semana, durante 15 dias

Grupo V — grupo, n=9, tratado com 0,2mL de Benzenum 30CH, por via IP, trés

vezes por semana, durante 15 dias.



Esses grupos foram divididos em subgrupos, A e B, sendo que os grupos A
contemplavam 5 animais/caixa e os grupos B, 4 animais/caixa, para melhor

acomodacao e visando facilitar o manuseio dos mesmos.

O experimento foi dividido em duas fases:

1) Tratamento dos animais com Benzenum, tratamento do grupo controle
com oOleo de soja, e tratamento do grupo branco com o mesmo veiculo da preparagao
homeopatica, trés vezes por semana, durante duas semanas, via IP.

2) Ao final dos 15 dias, todos os animais receberam 0,2 mL da dose de
benzeno 3,0422mL/kg em 6leo de soja, por via IP, e foram observados por 30 minutos,
quando procedeu-se a leitura dos ébitos e deu-se inicio a colheita de sangue para
analise hematoldgica e bioquimica; e dos érgaos — figado, rins e esterno, para analise
histopatoldgica.

Os animais foram pesados dois dias antes do inicio do tratamento, no quinto,
décimo segundo e décimo quinto dia de tratamento. Os pesos foram anotados (Fig.2)

A dose 3,0422mL/kg Benzeno foi previamente determinada utilizando-se o
método de Thompson e Weil para determinacao de DLsy (THOMPSON & WEIL,1952;
WEIL, 1952).

O Benzenum, medicamento homeopatico, foi preparado a partir do Benzeno, de
acordo com as normas da Farmacopéia Homeopética Brasileira 22 ed.(1997).

As amostras de sangue obtidas foram processadas junto ao Laboratério de
Patologia Clinica “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” da FCAVJ/UNESP, campus
de Jaboticabal, para as analises laboratoriais, que incluiram, determinacdo das
atividades séricas de alanina aminotransferase( ALT) e fosfatase alcalina (FA) (UI/L);
determinagcado das concentracdes séricas de Uréia e Creatinina (mg/dL); determinacao
das caracteristicas eritroleucométricas e trombométricas.

Os orgaos colhidos na necropsia, para analise microscopica, foram

encaminhados e processados no Laboratorio de Histopatologia do Departamento de



Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP,

Campus de Jaboticabal.

4.2- Avaliacao do quadro hematolégico

Para realizacdo dos hemogramas, amostras de sangue foram colhidas por via
Intra Cardiaca (IC) e envasadas em ependorfs contendo Heparina (1:10). As contagens
globais de eritrocitos, leucécitos, taxa de hemoglobina, hematdcrito e numero de
plaquetas foram obtidos utilizando-se um contador de células automético (ABC VET-
ABEX). As contagens diferenciais dos leucécitos foram realizadas em esfregagcos
sanguineos corados com uma solugdo de Metanol, May-Grunwald e Giemsa
(ROSENFELD, 1955).

4.3- Avaliacao do quadro bioquimico sérico

As aliquotas de soro foram obtidas, logo apds sinérese, e envasadas
adequadamente até o momento das determinagdes. As dosagens dos parametros
bioquimicos, abaixo relacionados, foram realizadas com auxilio de conjunto de

reagentes especificos (Kits").

Os testes bioquimicos de funcionalidade hepéatica realizados incluiram alanina
aminotransferase (UV cinética, pelo método Reitman-Frankel modificado, 1957) e

fosfatase alcalina (PNP cinética- método de Roy modificado, 1970).

A avaliagdo da funcionalidade renal fundamentou-se nas dosagens séricas de
uréia (UV cinética pelo método Diacetil modificado), e creatinina (método de Lustosa-

Basques).
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4.4- Avaliacao histopatolégica

Foram colhidos fragmentos do figado, rins e do esterno dos animais. Os referidos
fragmentos foram fixados em solugcao de formol tamponado a 10%, desidratados em
diluicbes decrescentes de alcool, diafanizados, e incluidos em parafina. Os blocos

foram cortados a 5 ym e os cortes corados com Hematoxilina-Eosina .

Procedeu-se a leitura das laminas e as alteragdes morfolégicas de cada 6rgao

foram devidamente observadas e anotadas.

4.5-Determinacao da DLs

Neste estudo, propds-se utilizar o método de Thompson e Wiel (THOMPSON;
WEIL, 1952; WEIL, 1952) das médias mdveis com interpolacao, para a determinacao
da DL 5o do Benzeno, administrado por via intraperitoneal (IP) em camundongos.

Para tanto foram utilizados 20 camundongos jovem-adultos, da linhagem suica
(Swiss), pesando cerca de 40g cada, oriundos do Biotério Central da USP, campus
de Ribeirao Preto.

Os Animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP,
campus de Jaboticabal, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas para animais
de laboratério, sob condigdes controladas de luminosidade (ciclo 12/12h, luzes
acesas as 07h) e em temperatura ambiente, recebendo racdo comercial e agua ad
libtum. O experimento foi realizado na fase de claro.

Subdividiram-se os mesmos em quatro grupos com cinco animais cada (n=5). Os
animais foram pesados e devidamente identificados.

As doses foram determinadas em progressao geométrica, sendo o log da relagao
entre doses sucessivas a razdo 1,45 e foram administradas a cada grupo, por via IP.
As doses eram 1,54mL/kg; 2,23mL/kg; 3,24mL/kg; 4,69mL/kg.



O benzeno foi diluido em 6leo vegetal, de modo a padronizar o volume a ser
injetado em todos os animais, em 0,2 ml, IP.

A leitura dos oObitos foi feita 30 minutos apds a administragéo da solugao, via IP.

Os animais que nao vieram a Obito, no experimento, foram eutanasiados, com
Eter, apds 2 horas.

Para o célculo da DL, utilizou-se a seguinte formula: Log DLso= logA+d.(f+1),
onde: A= menor dose utilizada; d= log da relacdo entre doses sucessivas; f=
constante de interpolagdo de duas médias para obtencdo de DLsy, fornecida por
tabela (WEIL, 1952). Obtido o log da DLsg, calculou-se o seu anti-log.

Onde A= 1,54ml/kg; f= 0,8333; d= 0,1613; 0= 0,67013
Log DLso= 0,1875+ 0,1613.(0,83333+1)

Log DLso= 0,4832
O anti-log de 0,4832 ¢ 3,0422.

A determinacgéo do Intervalo de confianga foi obtida por intermédio da aplicacéao

da férmula: 2.d.o= 2(0,1613)(0,67013)= 0,2161

Portanto a DLso IP, em camundongos é de 3,0422mL/kg £ 0,2161.
4.6-Avaliacao Estatistica

A analise estatistica empregada, para os diferentes parametros observados,
compreendeu a analise de variancia, e os valores médios para as diferentes
caracteristicas, foram comparados pelo Teste de Duncan com nivel de significancia a
5%.



4. RESULTADOS
5.1- Mortalidade

A injegao intraperitoneal de 0,2 mL da DLsy, de benzeno e 6leo, 3 vezes por
semana, durante duas semanas causou uma taxa de mortalidade do grupo
experimental de 13,33%, 0 que correspondeu a seis animais, dos 45 camundongos
tratados.

A porcentagem de 0Obitos, nos diferentes grupos, apés 30 minutos da aplicacao
da DLsp de Benzeno em 6leo (Fig. 1). Do total de 39 camundongos, 15 vieram a 6bito.

Os grupos 3 a 5, tratados homeopaticamente demonstraram, a excec¢ao do grupo
5A, taxas de mortalidade menores que os grupos 1 e 2, controle e branco,
respectivamente.

Total de 6bitos
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Fig.1- Porcentagem de 6bitos dos animais, distribuidos por grupos, apds aplicacao
da DLsg (3,0422mL/kg) de benzeno em 6leo. UNESP, Jaboticabal, 2008.



5.2- Peso

Os resultados obtidos e andlise estatistica dos pesos dos animais estao descritos

na Tabela 1. As médias apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre os

grupos 2A, 2B e 4B, em peso 1; 2B, 3A, 4B, e 5A, para peso 2; 1B, 2A, e 4B, em peso

3; bem como entre os grupos 1B, 2A, 4B e 5A, em peso 4 (Fig. 2).

Tabela 1. Valores médios obtidos para a variavel peso, em diferentes momentos (n=39).

Unesp- Jaboticabal, 2008.

Grupo Peso (g) 1 Peso (g) 2 Peso (g) 3 Peso(q) 4
1A 40,67 abc 42,00 abc 44,33 ab 44,67 ab
1B 43,00 ab 41,00 abc 45,50 a 46,50 a
2A 45,00 a 43,67 ab 44,67 a 45,67 a
2B 45,00 a 44,50 a 44,00 ab 43,00 abc
3A 44,20 ab 44,80 a 44,40 ab 44,40 ab
3B 40,25 bc 37,25 cde 38,75 bcd 39,75 bcd
4A 40,80 abc 38,20 bcde 40,60 abc 42,00 abc
4B 35,67d 32,67 e 34,33 d 35,33d
5A 37,00 cd 34,25 e 35,25 cd 36,25d
5B 36,75 cd 35,25 de 36,75 cd 38,50 cd

Teste F 6,18** 5,69** 5,57** 4,96
P <0,0001 0,0002 0,0002 0,0006

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nao sao significativamente diferentes
(**Teste de Duncan, 5%).

1A e B- Grupos Controle (6leo)

2A e B- Grupos Branco (alcool etilico a 30%)
3A e B- Grupos tratados com Benzenum 6CH
4A e B- Grupos tratados com Benzenum 12CH
5A e B- Grupos tratados com Benzenum 30CH
Peso 1- dois dias antes do inicio do tratamento

Peso 2- quinto dia do tratamento

Peso 3- décimo segundo dia do tratamento
Peso 4- décimo quinto dia do tratamento



5.3- Alteracoes do quadro hematoldgico periférico
5.3.1- Eritrograma e Trombograma

Os valores médios obtidos para os diferentes parametros do eritrograma e
plaquetograma estdo apresentados na Tabela 2. Os valores médios obtidos nao
revelaram diferencas estatisticas significativas em nenhuma das médias observadas.
(P>0,05)

Tabela 2 — Valores médios obtidos para eritrograma e trombograma dos animais
experimentais (n=39).UNESP- Jaboticabal, 2008.

Grupo Hemacias Hemoglobina Hematdcrito Plaguetas.
P (105 pL) (g/dL) (%) (10°uL)
12 9060 a 10.3 a 43,00 a 900.000 a
1B 8120 a 14.5a 42,40 a 706.000 a
22 9180 a 12.8 a 50,70 a 826.333 a
2B 9840 a 16.3 a 59,00 a 806.667 a
32 7760 a 114 a 40,33 a 640.000 a
3B 8253 a 10.8 a 44,20 a 796.333 a
42 9105 a 124 a 46,35 a 802.750 a
4B 7540 a 14.6 a 43,50 a 441.000 a
52 5703 a 9.8a 30,53 a 672.333 a
5B 8837 a 11.8 a 48,17 a 791.333 a
Teste F 1,07 ns 0,71 ns 1,12 ns 0,69 ns
P 0,4374 0,6928 0,4072 0,7051
Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nao sao significativamente diferentes (ns)
ns- p>0,05

1A e 1B — Grupos Controle (6leo)

2A e 2B — Grupos Branco (alcool 30%)

3A e 3B - Grupos Tratados com Benzenum 6CH
4A e 4B — Grupos Tratados com Benzenum 12CH
5A e 5B — Grupos Tratados com Benzenum 30CH



5.3.2- Leucograma

Tabela 3. Valores médios obtidos para Leucograma dos animais experimentais (n=39). UNESP-
Jaboticabal, 2008.

Contagem diferencial

Leucadcitos Neutrofilos  Neutrofilos
Grupo (mm?) Basdfilo Eosinofilos Bastonete Segmentados Linfocitos Mondcitos
1A 7200 a 00 a 0,00b 72,00 a 1512 a 5184 a 432 a
1B 8900 a 00 a 0,00b 0,00 a 1691 a 6764 a 445 a
2A 7600 a 00a 50,92 ab 0,00 a 2026,92a 5218,9a 304 a
2B 9500 a 00a 63,65ab 31,35 a 3135,00a 6048,7a 221,4a
3A 8600 a 00a 86,00ab 0,00 a 2723,62a 5532,4a 258 a
3B 6637 a 00a 66,37 ab 0,00 a 1946,63a 4468,7a 154,64 a
4A 15275 a 00a 152,75ab 38,19 a 4047,88 a 10463,4a 458,25a
4B 10100 a 00a 303,00a 101,0 a 1313,00a 7878,0 a 505 a
5A 8233 a 00a 191,83 ab 0,00 a 241474 a 5351,5a 2744a
5B 13300 a 00 a 266,00 ab 89,11 a 3547,11a 9216,9 a 625 a
;eSte 0,95 ns - 1,30ns  1,01ns 0,66ns  0,54ns  0,75ns
P 0,5150 - 0,3155 0,4729 0,7352 0,822 0,6595

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo sao significativamente diferentes (ns)
ns- p>0,05

1A e 1B — Grupos Controle (6leo)

2A e 2B — Grupos Branco (alcool 30)

3A e 3B - Grupos Tratados com Benzenum 6CH

4A e 4B — Grupos Tratados com Benzenum 12CH

5A e 5B — Grupos Tratados com Benzenum 30CH

5.4- Quadro bioquimico sérico

As médias obtidas para as caracteristicas bioquimico-séricas, incluindo ALT, FA,
Uréia, e Creatinina ndao apresentaram diferencas estatisticamente significativas para os

diversos grupos estudados, e acham-se apresentadas na Tabela 4.



Tabela 4 — Valores médios obtidos para as caracteristicas bioquimico-séricas em
camundongos (n=39). UNESP- Jaboticabal, 2008.

Grupo ALT (U/ml) FA (U/L) Uréia (mg/dL) Creat. (mg/dL)
1A 148,0 ab 46,99 a 62,29 ab 0,40 a

1B 198,7 ab 58,05 a 49,61 ab 0,50 a

2A 277,3 ab 41,46 a 66,37 ab 0,65 a

2B 443,83 a 49,76 a 76,79 a 0,60 a

3A 348,3 ab 41,46 a 51,31 ab 0,70 a

3B 107,3 b 78,78 a 71,58 ab 0,50 a

4A 273,2 ab 31,10 a 77,24 a 0,50 a

4B 178,6 ab 49,75 a -- 0,40 a

5A 288,1 ab -- 37,72b 0,50 a

5B 402,7 ab -- 75,43 ab 0,60 a

Teste F 1,37ns 0,60ns 1,53ns 0,76ns

P 0,2541 0,7403 0,2276 0,6569

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo sao significativamente diferentes (ns).
ns- p>0,05

1A e 1B — Grupos Controle (6leo)

2A e 2B — Grupos Branco (alcool 30)

3A e 3B - Grupos Tratados com Benzeno 6CH
4A e 4B — Grupos Tratados com Benzeno 12CH
5A e 5B — Grupos Tratados com Benzeno 30CH
-- ndo foram encontrados dados suficientes

5.5- Alteracoes Histopatoldgicas
5.5.1- Figado e Rins

O exame microscépico das preparagdes histologicas do figado e rins, dos
animais experimentais, ndo apresentou alteracbes consideradas especificas. A
arquitetura dos referidos érgaos foi bem preservada. Os achados foram comuns tanto
aos animais tratados quanto aos controle, e as alteragdes inespecificas estao ilustradas

na Figura 2.
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Figura 2- Representagdo grafica dos achados histolégicos nos rins dos animais
estudados. UNESP- Jaboticabal, 2008.



Figura 3. Fotomicrografia do rim de camundongo (HE, obj. 40X). Observar congestao
glomerular (seta) e degeneragao hidrépica tubular (*) UNESP- Jaboticabal, 2008.



Figura 4. Fotomicrografia de rim de camundongo, (HE, OBJ.40X). Notar a presenca de
eritrécitos no interior dos tubulos contorcidos distais. UNESP- Jaboticabal,
2008.

Os achados histopatolégicos hepaticos dos animais estudados revelaram a presenca de
degeneracao hidrépica difusa e infiltrado inflamatério em 100% dos animais tratados e
controle (n=39). Os outros achados histolégicos hepaticos estdo demonstrados nas figuras
5e6.
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Figura 5- Achados histologicos hepaticos em animais tratados e controle, em

porcentagem.UNESP- Jaboticabal, 2008.




Figura 6. Fotomicrografia do figado de camundongo, (HE, obj. 40X). Congestao
sinusoidal (seta) e hepatdcitos em regeneracao (*). UNESP- Jaboticabal, 2008.
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Figura 7. Fotomicrografia do figado de camundongo, (HE, obj. 40X). Megalocitose
(seta) e tumefacao de hepatécitos (*), caracterizando degeneracao

hidropica. UNESP- Jaboticabal, 2008.

5.5.2- Medula Ossea

A andlise histologica da medula déssea esternal, colhida apds o término do
experimento, ndo mostrou diferenca na celularidade entre os animais tratados e os
controle. A quantidade de gordura estava dentro da normalidade.

As trés linhagens celulares- (hemacias, leucécitos e plaquetas)- foram
encontradas, sendo que, em alguns animais, houve predominancia de neutréfilos
bastonetes( fig. 8).
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medula 6ssea de camundongo, (HE, obj. 40x).
As linhagens celulares (hemacias, leucocitos e plaquetas) encontram-se

em propor¢ao normal. UNESP, Jaboticabal, 2008.

5. DISCUSSAO

A administragdo de benzeno, 3,0422 mL/Kg, via intra peritoneal, em camundongos
levou a ébito 15 dos 39 animais estudados, o que correspondeu a 38,46%,

concordando com os dados encontrados experimentalmente por SANTANA (1988).

Os sinais apresentados pelos animais, logo apo6s a aplicacdo de 3,0422mL/Kg de
benzeno, traduziram a neurotoxicidade do benzeno em casos de intoxicagdo aguda e
confirmaram estudos realizados por outros autores (MIRANDA et al., 1998; ARCURI et
al., 2005; PUMO et al., 2006) .



Dentre os grupos tratados, homeopaticamente, pode-se observar uma menor taxa
de mortalidade. Sendo assim, pode-se supor que 0 medicamento homeopatico,
sobretudo Benzenum 12CH, conseguiu diminuir a DLsg. Aqui, vale ressaltar que os
nossos resultados sdo concordantes com aqueles reportados por varios autores, cujos
achados reforcam o papel protetor de uma substancia preparada homeopaticamente
contra o efeito toxico da mesma (WURMSER, 1958; VISCHNIAC, 1965; CAMBAR et al.,
1983; COTTE & BERNARD, 1983; BASTIDE & BOUDARD, 1994; MONCORVO et al.,
1998; MOREIRA et al., 1999).

As caracteristicas clinicas das intoxicagdes agudas e fatais sdo pouco consistentes,
independente da toxina (MONCORVO et al.,1998). O animal evolui a ébito apés um
periodo de vertigem, anorexia e colicas, além de ampla variedade de disturbios
neuroldgicos, incluindo-se convulsdes atribuidas a encefalopatia hepética (KELLY,
1993).

Os camundongos tratados e controles foram pesados dois dias antes do inicio do
tratamento, para que as doses pudessem ser calculadas e, para que pudéssemos
observar um parametro de alerta de exposigao, eles foram pesados também no quinto,
décimo segundo e décimo quinto dia de tratamento. Houve diferencas estatisticamente
significativas entre as médias observadas. Isso se deve, muito provavelmente, a
manipulagdo, uma vez que a substancia téxica ainda n&o havia sido injetada, exceto em
doses infinitesimais, nos animais dos grupos 3, 4, 5; e também devido ao crescimento
dos mesmos. Muitos fatores podem ter interferido nessas médias, os quais nés nao

podemos precisar

Diversos autores apontam alteragdes no quadro hematologico periférico, quando da
exposicao ao benzeno, as quais nds ndo encontramos, muito embora essas alteracdes
sejam observadas em casos de benzolismo crénico (CREPET, 1979; SANTANA, 1988;



DESOILLE et al.,, 1991, VERRASTRO & MENDES, 1995; MIRANDA et al., 1998;
ARCURI et al., 2005; COSTA, 2005).

Nossos resultados encontram-se em concordancia com Silva (1985), quando
salienta que as hemopatias causadas pelo benzeno sdo bastante conhecidas,
entretanto, dado aos inumeros trabalhos experimentais e estudos clinicos
demonstrando resultados sempre controversos e polémicos, uma vez que 0S
transtornos sanguineos ndo seguem uma mesma orientagdo bioldgica, o fato de nao

encontrarmos valores médios estaticamente significativos, nao invalida nosso trabalho.

O quadro bioquimico sérico dos animais experimentais também ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, comparativamente aos controles, entre as
médias observadas de ALT, FA, Uréia e Creatinina. Essas provas bioquimicas sao
empregadas, pelos pesquisadores, como coadjuvantes no diagnostico e tratamento dos
pacientes acometidos por benzolismo e em seus experimentos. Salientando que as
alteragdes mais importantes ocorrem no quadro hematoldgico periférico e central (RUIZ
et al., 1991, MIRANDA et al.,1998; ARCURI et al., 2005) .

As avaliacOes histolégicas do figado e rins, dos camundongos estudados, nao
evidenciaram lesbes consideradas especificas da intoxicacdo por benzeno.
Especulativamente, supde-se que, a DLsg de benzeno, assim como o periodo de
exposicdo ao mesmo, nao foram suficientemente lesivos a tais tecidos. Estudos
realizados por Ruiz (1987) e Moraes (1987), sobre a meia vida plasmatica do benzeno,
corroboram, de alguma maneira, com essa suposi¢dao. A pesquisa conduzida por
Santana (1988), com benzolismo experimental crénico, em camundongos, também nao
revelou lesdes estatisticamente significativas, ao estudo histoldgico do figado e rins de

camundongos.

A andlise histolégica da medula esternal dos camundongos experimentais nao
evidenciou hipocelularidade medular, mesmo diante do fato de que a medula éssea
representa um importante sitio de depésito do benzeno, quando este é introduzido no



organismo (RUIZ, 1987). Considerando-se que a medula O6ssea esternal possua
microambiente adequado a sustentacdo da hematopoese de mamiferos,
notadamente dos camundongos (Santana, 1988), supde-se que, a intoxicacao aguda

nao tenha sido capaz de provocar tal alteracéo.

7. CONCLUSOES

Diante do exposto, nas condicbes deste experimento e em face dos resultados

obtidos, concluiu-se que:

- Os grupos de camundongos tratados homeopaticamente, sobretudo o grupo
tratado com Benzenum 12 CH, demonstraram uma taxa de mortalidade menor quando

comparada aos grupos controle e branco.

- O medicamento homeopatico em questdo, Benzenum, foi capaz de diminuir a
mortalidade esperada para DLsg 3,0422 mL/Kg de benzeno, comprovando a Lei dos
Semelhantes, um dos pilares da Homeopatia e objetivo maior do presente estudo.
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