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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos medicamentos homeopaticos (Pulsatilla nigricans
e hormonio foliculo estimulante homeopatico — FSH) e um complexo homeopatico (Bos Stress
Fertilis) na foliculogénese inicial, utilizando o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais suinos como
modelo in vitro. Para tanto, fragmentos ovarianos foram cultivados por um ou sete dias em a-MEM”*
na auséncia (controle cultivado) ou presenca de FSH homeopatico (6 cH), Pulsatilla (6 CH), Bos
Stress Fertilis (6 CH), élcool cereal (50% — v/v) ou FSH recombinante (50 ng/ml) adicionados
diariamente. Os fragmentos ovarianos ndo cultivados (controle fresco) ou cultivados por um e sete
dias foram processados para histologia classica. Somente o composto homeopatico Bos Stress Fertilis
foi eficiente em manter o percentual de sobrevivéncia folicular apds sete dias de cultivo semelhante
ao controle ndo cultivado ¢ a-MEM*. Em relacgdo ao crescimento folicular, somente a adi¢ao de FSH
homeopatico aumentou o didmetro folicular quando comparado ao controle ndo cultivado e a-MEM™*
apods um dia de cultivo. Dessa forma, pode-se concluir que a adicdo dos medicamentos homeopaticos
Bos Stress fertilis e FSH homeopatico (6 CH) melhoraram, respectivamente, a sobrevivéncia e o
crescimento in vitro de foliculos pré-antrais suinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano.
Palavras-chave: foliculo pré-antral; FSH; homeopatia; ovario; suino.

Abstract

This study investigated the effect of homeopathic medicine (Pulsatilla nigricans and homeopathic
follicle stimulating hormone — FSH) and the complex (Bos Stress Fertilis) on the initial
folliculogenesis, using the in vitro culture of preantral follicles as in vitro model. For this, swine
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ovarian fragments were cultured for one or seven days in a-MEM™ in the absence (cultured control)
or presence of homeopathic FSH (6 cH), Pulsatilla (6 CH), Bos Stress Fertilis (6 CH), grain alcohol
(50% v / v) or recombinant FSH (50 ng / ml) added daily. Uncultured ovarian fragments (fresh
control) or cultured for one and seven days were processed for classical histology. Only the
homeopathic complex Bos Stress Fertilis maintained the percentage of follicular survival after seven
days of culture in relation to the uncultured control and a-MEM™. Regarding follicular growth, only
the addition of homeopathic FSH increased the follicular diameter when compared to the uncultured
control and a-MEM". Thus, it can be concluded that the addition of the homeopathic remedies Bos
Stress fertilis and homeopathic FSH (6 CH) improved, respectively, survival and in vitro growth of
swine preantral follicles included in ovarian tissue.
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Introducao

O tratamento da infertilidade feminina se baseia, principalmente, na administracdo de medicamentos
alopaticos ¢ homeopaticos, os quais podem ser utilizados para tratar problemas relacionados ao
desenvolvimento folicular. Embora a alopatia seja a terapia de eleig@o para curar o paciente, ela possui
diversos efeitos indesejaveis!!). Como alternativa a esse problema, muitas mulheres tém optado pelo
uso de medicamentos homeopaticos® pelo o fato de essa terapia ndo causar efeitos colaterais.

Os medicamentos homeopaticos vém sendo usados de forma individual ou associados a outros
medicamentos, formando complexos homeopaticos comerciais®®. Dentre os medicamentos
homeopaticos individuais utilizados no tratamento de infertilidade, temos a Pulsatilla e o FSH
homeopatico, os quais tém sido administrados para tratar amenorreial”), promover um ciclo estral
mais definido em diversos animais*®?, melhorar o desenvolvimento folicular e tratar cistos
foliculares!?). Entretanto, quando se deseja tratar diversos individuos ou rebanhos, utilizam-se de
diferentes medicamentos homeopaticos reunidos em “complexos”, o que possibilita a medicagdo de
populagdes!V. O Bos Stress Fertilis, por exemplo, ¢ um complexo homeopatico utilizado para
melhorar a fertilidade em bovinos e tem dados bons resultados, especialmente em propriedades com
um bom manejo e em rebanhos em bom estado corporal!?).

Apesar de a homeopatia ser uma ciéncia antiga e apresentar diversos resultados positivos em estudos
in vivo, ela ainda desperta uma série de questdes e duvidas quanto a sua eficiéncia !9, Como forma
de contornar tais duvidas e desvendar o mecanismo de ag¢do de tais medicamentos, sugere-se a
utiliza¢do de modelos in vitro!>19, como, por exemplo, o cultivo in vitro de foliculos ovarianos.

Utilizando essa biotécnica, nossa equipe conseguiu demonstrar a eficiéncia da utilizacdo do FSH
homeopatico (FSH 6 CH) na manutencdo da sobrevivéncia e promog¢do da ativacdo precoce de
foliculos pré-antrais ovinos inclusos em tecido ovariano!'”), atuando de forma semelhante ao FSH
recombinante('®), Entretanto, tal teste foi realizado apenas com o FSH homeopatico na espécie ovina,
sendo necessaria a sua ampliacdo para outros medicamentos homeopaticos bem como testar a sua
efetividade em outras espécies incluindo a espécie suina. Desta maneira, este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito dos medicamentos homeopaticos (Pulsatilla e FSH 6 CH) e um complexo
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homeopatico (Bos Stress Fertilis 6 CH) na foliculogénese inicial, utilizando o cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais suinos como modelo in vitro.

Material e Métodos

Ovarios (n = 10) de 5 porcas adultas e ndo gestantes foram coletados em abatedouro local. Todos os
animais eram ciclicos e estavam em boas condigdes corporais. Imediatamente post-mortem, os
ovarios foram lavados em alcool 70% por 10 segundos e entdo foram lavados em Meio Essencial
Minimo (MEM) suplementado com 100 pg/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina. Os
pares de ovarios foram transportados ao laboratorio em MEM a 33 °C dentro de duas horas. A menos
que indicado de outra forma, os reagentes usados no presente estudo foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

A preparacao do FSH homeopatico (6 CH) e Pulsatilla (6 CH) foi realizada na Farmacia Homeopatica
Naturalis (Fortaleza, CE, Brasil). Para a produ¢do do FSH 6 CH e Pulsatilla 6 CH, foi utilizado 1 mL
do FSH recombinante bovino (Nanocore, Brasil) na concentragao de 5 mg/mL ou 1 mL do extrato
alcoolico da planta Pulsatilla, constituindo assim a tintura mae de cada medicamento. Depois disso,
esses volumes foram diluidos em 99 mL dos veiculos constituidos, respectivamente, por uma solucao
de alcool cereal a 20% (v/v) para a confeccdo do FSH homeopatico (6 CH), ou uma solugdo a 50%
(v/v) para a Pulsatilla. Em seguida, foram realizadas 100 sucussdes, constituindo assim a primeira
dinamizacdo (1 cH). Posteriormente, 1 mL da solu¢do dinamizada foi adicionada novamente a 99 mL
do veiculo, com o mesmo procedimento de agitacdo, sendo completada a segunda dinamizacao (2
CH). Foram entdo realizadas sucussoes e dilui¢des até o produto final ficar na sexta dinamizagao
(FSH 6 CH ou Pulsatilla 6 CH). O Bos Stress Fertilis ¢ um composto homeopatico comercial
produzido pela Bos Homeopatia Animal Vegetal e Bioterapicos (Goiania, GO, Brasil), utilizado para
reforcar a higidez do ciclo estral e consequentemente obter um cio fértil.

Para o cultivo in situ, ou seja, o cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos de tecido
ovariano, o cortex de cada ovario (n = 10) foi dividido em 14 fragmentos de aproximadamente
3x3x1 mm. Dois fragmentos de tecido ovariano tomados aleatoriamente foram fixados em
paraformaldeido 4% tamponado por 12 horas (controle ndo cultivado) para posterior andlise
histologica. Os fragmentos restantes foram cultivados individualmente em placas de 24 pocos,
contendo 1 mL de meio de cultivo a 39 °C em uma atmosfera de 5% CO> em ar. O meio de cultivo
de base, denominado a-MEM?, foi o a-MEM (pH: 7,2 - 7,4) adicionado de 0.1% de albumina sérica
bovina, 10 pg/mL de transferrina e 100 pg/mL de acido ascorbico. O meio a-MEM™* foi suplementado
ou ndo com 50 ng/mL de FSH recombinante bovino'), 4lcool cereal a 50% (v/v) e substincias
homeopaticas, a saber: FSH homeopatico (6 CH'7), Pulsatilla (6 CH) e Bos Stress Fertilis (6 CH).
Os fragmentos ovarianos de cada animal foram cultivados por um ou sete dias. Cada tratamento foi
repetido cinco vezes. O meio de cultivo foi estabilizado a 39 °C por 4 horas antes do uso e foi trocado
a cada dois dias.

Imediatamente apds a coleta dos ovarios, bem como ap6s o término dos periodos de cultivo em cada
tratamento, os fragmentos ovarianos foram fixados em paraformaldeido 4% tamponado por 12 horas
e destinados a histologia classica. Os fragmentos incluidos em blocos de parafina foram seccionados
seriadamente a espessura de 7 um. Cada quinta sec¢do foi montada em lamina e corada pelo método
do 4cido periodico de Schiff (PAS)-hematoxilina. Somente foram analisados os foliculos pré-antrais
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cujos odcitos apresentaram o nucleo evidente na sec¢do observada. De acordo com o aspecto
qualitativo, os foliculos pré-antrais foram classificados como morfologicamente normais ou
degenerados, considerando as seguintes caracteristicas: presenca ou auséncia de corpos picnéticos,
retracdo citoplasmatica e organizacdo das células da granulosa.

A avaliacdo da ativagdo e crescimento folicular foi realizada pela quantificagdo dos foliculos nas
diferentes classes foliculares de desenvolvimento, enunciadas a seguir: primordial (um odcito
circundado por uma camada de células da pré-granulosa pavimentosa), transi¢do (um o06cito
circundado por células da granulosa pavimentosa e cubicas), primario (um oécito circundado uma
camada de células da granulosa cubicas) e secundario (um odcito circundado por mais de uma
camada de células da granulosa ctibicas)®? e por meio de mensuragdo do didmetro folicular antes
(fragmentos ndo cultivados) e ao término (fragmentos cultivados) de cada periodo de cultivo,
respectivamente.

Os percentuais de foliculos morfologicamente normais, primordiais € em desenvolvimento, apos um
e sete dias de cultivo, foram inicialmente submetidos ao teste de Smirnov-Kolmogorov e Batlett para
confirmar a distribui¢cdo normal dos dados e homogeneidade da variancia, respectivamente. Analise
de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o procedimento GLM do SAS (1997), e o teste de
Dunnett foi aplicado durante a comparagdo de cada tratamento testado contra os grupos de controle
(controle fresco e a-MEM+). O Teste de Student Newman Keuls (SNK) foi utilizado para avaliar os
efeitos dos diferentes tratamentos e dias de cultivo com os resultados expressos como média + desvio
padrao (DP).

Resultados

Um total de 2.340 foliculos pré-antrais foi analisado. As percentagens de foliculos pré-antrais
morfologicamente normais, em desenvolvimento e o didmetro folicular no controle (controle nao
cultivado) e apds um ou sete dias de cultivo nos diferentes tratamentos sao mostradas na Tabela 1.
No dia 7 de cultivo, somente os tratamentos com FSH recombinante, alcool e Bos Stress Fertilis
mantiveram a porcentagem de foliculos normais em relagao ao controle fresco (P > 0,05). Além disso,
apos sete dias de cultivo, um percentual superior (P < 0,05) de foliculos morfologicamente normais
foi observado apenas no tratamento com Bos Stress Fertilis, em comparagdao ao a-MEM+ (controle
cultivado).

No tocante a ativagao folicular, apds sete dias de cultivo, exceto no tratamento que continha alcool,
houve um aumento significativo no nimero de foliculos em desenvolvimento nos grupos
suplementados quando comparado ao controle fresco (P < 0,05). No tocante ao didmetro folicular,
apds um dia de cultivo os tratamentos com alcool e FSH homeopatico (6 CH) apresentaram para este
parametro valores significativamente superiores em relagdo ao controle fresco. Entretanto, nesse
mesmo dia, somente o FSH 6 CH promoveu um aumento significativo no diametro folicular quando
comparado ao a-MEM™. Apos sete dias de cultivo, quando comparados todos os tratamentos entre si,
o FSH homeopatico (6 CH) e a Pulsatilla (6 CH) produziram foliculos maiores em relacdo ao FSH
recombinante e ao Bos Stress Fertilis 6 CH (p < 0,05). Vale salientar que, exceto quando comparado
ao a-MEM" e ao FSH recombinante, ap0s sete dias de cultivo didmetros significativamente inferiores
foram observados no Bos Stress Fertilis, inclusive em relagdo ao seu veiculo (p < 0,05). Além disso,
da mesma forma que para o FSH recombinante, no Bos Stress Fertilis foi observada uma reducao
significativa do didmetro folicular do dia 1 parao dia 7 (p < 0,05).
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Discussao

Este estudo avaliou, pela primeira vez, o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais iniciais
inclusos em tecido ovariano de suinos em um cultivo de curta duragdo (7 dias), utilizando substancias
homeopaticas (FSH 6 CH, Pulsatilla e Bos Stress Fertilis 6 CH) e alopatica (FSH na concentragao
de 50 ng/mL).

O Bos Stress Fertilis, quando utilizado in vivo, € responsavel por reforgar a higidez do ciclo estral e,
consequentemente, produzir um cio fértil'?. Esse fato pode ser comprovado pelo cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais suinos, uma vez que melhorou, no dia 7 de cultivo, a sobrevivéncia folicular em
relagdo ao controle cultivado (Gnico tratamento a produzir esse efeito) e promoveu a ativagao em
relagdo ao controle fresco. Entretanto, esse composto apresentou didmetros foliculares inferiores aos
outros medicamentos homeopdaticos e ao proprio veiculo, ao final de sete dias de cultivo.
Considerando o fato de esse composto comercial ser uma juncdo de diversos medicamentos
homeopaticos usados para melhorar a fertilidade do gado, é provavel que a combinagdo de alguns
medicamentos tenha melhorado a sobrevivéncia folicular, enquanto existe a possibilidade de essa
mesma interagdo interferir no crescimento. Assim, os efeitos do Bos Stress Fertilis na manutencao da
porcentagem de foliculos morfologicamente normais em relacdo ao controle cultivado, a redugdo no
diametro folicular comparado ao préprio veiculo nesse mesmo tratamento, bem como a ativagao apos
sete dias de cultivo superior ao controle fresco em todos os medicamentos homeopaticos podem
indicar um efeito desse composto homeopatico sobre o desenvolvimento folicular.

O FSH homeopatico (6 cH), neste estudo, atuou melhorando a ativagdo e o crescimento folicular (dia
1) em relacdo ao controle cultivado (a-MEM+), sendo o tnico tratamento que diferiu do controle
cultivado em relagao ao aumento do diametro folicular. Ja foi observado o efeito do FSH homeopético
em foliculos pré-antrais de ovinos na promocao da sobrevivéncia, ativagdo e crescimento folicular
precoce!!"'¥_ No entanto, no presente estudo nio se conseguiu observar um efeito semelhante no
tocante ao percentual de foliculos morfologicamente normais. Isso ocorreu, provavelmente, devido
as diferengas intrinsecas de cada espécie. Além disso, o0 medicamento homeopatico empregado neste
estudo, como comprovado em estudos anteriores!”!®), atuou de forma semelhante ao FSH
recombinante de origem, ndo diferindo significativamente do mesmo.

Neste estudo, a Pulsatilla atuou na ativagao tardia (efeito observado somente no dia 7 de cultivo),
embora tenha aumentado a taxa de degeneragdo logo ap6s um dia de cultivo em relacao ao controle
ndo cultivado. Alguns estudos, utilizando este medicamento in vivo, verificaram que a Pulsatilla 30
¢ 200 cH atuam de forma semelhante a progesterona no desenvolvimento folicular®'-?3, provocando
uma redu¢@o no peso ovariano, além de uma indu¢@o de um elevado numero de foliculos atrésicos.
De forma similar a Pulsatilla, a progesterona aumentou a taxa de degeneracgdo folicular apds um e
sete dias em caprinos; no entanto, também melhorou a ativagdo e o crescimento folicular apds sete
dias de cultivo®®. A progesterona pode agir diretamente aumentando o crescimento folicular®®, ou
ainda indiretamente através da sua conversdo em testosterona, a qual € convertida para estradiol.
Alguns estudos indicam que o estradiol pode promover ativagdo e crescimento folicular6-27,

Embora seja visivel o efeito desses medicamentos homeopdticos sobre o cultivo in vitro de foliculos
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pré-antrais de suinos inclusos em tecido ovariano, ainda nio se sabe ao certo por qual via de agdo
essas substancias atuam. Acredita-se que a ativacao de receptores celulares influenciaria na expressao
génica da célula, promovendo a produgdo de substancias enddgenas que melhorariam o crescimento
folicular(?,

Desta forma, pode-se concluir que os medicamentos homeopaticos FSH 6 CH e Pulsatilla 6 CH
atuam na ativacdo e no crescimento folicular. Enquanto o FSH recombinante (50 ng/mL) e o Bos
Stress Fertilis 6 CH atuam na sobrevivéncia e ativacdo de foliculos suinos inclusos em tecido
ovariano. Além disso, pode-se verificar que o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma 6tima
ferramenta para avaliar o potencial de acdo dos medicamentos homeopaticos.
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