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O Homem de Bem

O verdadeiro homem de bem é aquele que pratica a lei de justica, de amor e de caridade em sua
maior pureza. Se interroga a consciéncia sobre seus proprios atos, pergunta a si mesmo se ndo
violou essa lei; se ndo fez o mal e se fez todo o bem que podia; se negligenciou
voluntariamente uma ocasido de ser 1itil; se ninguém tem o que reclamar dele; enfim, se fez a
outrem tudo o que quereria que se fizesse para com ele.

Tem fé em Deus, na sua bondade, na sua justica e na sua sabedoria divina. Sabe que nada
acontece sem a sua permissio e submete-se, em todas as coisas, d sua vontade.

Tem f¢ no futuro; por isso coloca os bens espirituais acima dos bens temporais.

Sabe que todas as alternativas da vida, todas as dotes, todas as decepgoes sdo provas ou
expiagdes, e as aceita sem lamentagoes.

O homem de bem que tem o sentimento de caridade e de amor ao proximo faz o bem pelo bem,
sem esperar retorno, retribui o mal com o bem, toma a defesa do fraco contra o forte e sempre
sacrifica seus interesses d justica.

Encontra satisfagdo nos beneficios que distribui, nos servicos que presta, nas alegrias que
proporciona aos seus semelhantes, nas ldgrimas que seca, nas consolagdes que leva aos aflitos.
Seu primeiro impulso é o de pensar nos outros antes de si, acudir aos interesses dos outros
antes de procurar os seus. O egoista, ao contrdrio, calcula os ganhos e as perdas de toda agdo
generosa.

E bom, humano e benevolente para com todos, sem distingdo de racas nem de crengas, pois vé
irmdos em todos os homens.

Respeita nos outros todas as convicgdes sinceras e ndo amaldicoa quem ndo pensa como ele.

Em todos os momentos, a caridade é o seu guia; tendo como certo que aquele que prejudica os
outros com palavras maldosas, que agride os sentimentos de alguém com seu orgulho e seu
desdém, que ndo recua perante a ideia de causar um sofrimento, uma contrariedade, ainda que
ligeira, quando poderia evitd-la, falta ao dever do amor ao proximo e ndo merece a cleméncia

do Senhor.

Ndo tem nem odio, nem rancor, nem desejos de vinganga; a exemplo de Jesus, perdoa e esquece
as ofensas e apenas se recorda dos beneficios, pois sabe que serd perdoado conforme perdoou.



E indulgente para com as fraquezas dos outros, porque sabe que ele mesmo precisa de
indulgéncia, e se recorda das palavras do Cristo: Que aquele que estiver sem pecado lhe atire a
primeira pedra.

Ndo se satisfaz em procurar defeitos nos outros, nem colocd-los em evidéncia. Se a
necessidade o obriga a fazer isso, procura sempre o bem que possa atenuar o mal.

Estuda suas proprias imperfeioes e trabalha sem cessar para combaté-las. Emprega todos os
seus esforcos para poder dizer no dia sequinte que hd nele algo de melhor do que no dia
anterior.

Ndo exalta a si mesmo nem seus talentos d custa de outrem, ao contrdrio, aproveita todas as
ocasides para ressaltar as qualidades dos outros.

Ndo se envaidece de sua riqueza, nem de suas vantagens pessoais, pois sabe que tudo o que lhe

foi dado pode ser retirado.

Usa, sem exagero, dos bens que lhe sdo concedidos, pois sabe que se trata de um depdsito do
qual deverd prestar contas, e que o emprego, que resultaria mais prejudicial para si mesmo,
seria o de fazé-los servir a satisfacdo de suas paixoes.

Se, na ordem social, alguns homens estdo sob seu mando ou dependem dele, trata-os com
bondade e benevoléncia, pois sdo seus semelhantes perante Deus; usa da sua autoridade para
erguer-lhes o moral, e ndo para esmagd-los com seu orgulho; evita tudo o que poderia
dificultar-lhes a posicdo subalterna.

O subordinado, por sua vez, compreende os deveres de sua posi¢do e se empenha em cumpri-los
conscientemente.

Finalmente, o homem de bem respeita todos os direitos que as leis da Natureza ddo aos seus
semelhantes, como gosta que os seus sejam respeitados.

Esta ndo ¢ a relacdo completa de todas as qualidades que distinguem o homem de bem, mas
quem quer que se esforce para possui-las estd no caminho que conduz a todas as outras.

O Evangelho Sequndo o Espiritismo, Allan Kardec
Capitulo X'VII, Sede Perfeitos, O Homem de Bem.
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Figura 6 - Fotomicrografia dos foliculos contidos nos tecidos
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TRANSPLANTE OVARIANO AUTOLOGO EM DIFERENTES SITIOS
ANATOMICOS DE RATAS OVARIECTOMIZADAS

RESUMO - O transplante autdlogo ovariano tem despertado um crescente
interesse cientifico devido a sua relevante contribuicdo em estudos reprodutivos
basicos ou aplicados de animais e humanos. A presente tese foi conduzida com o
objetivo de investigar de que forma o transplante autélogo ovariano nos diferentes
sitios anatémicos preconizados poderia influenciar diversos aspectos organicos de
ratas ovariectomizadas. Para tanto, 54 ratas Wistar, foram subdivididas em seis
grupos, sendo dois controles de animais néo-ovariectomizados e
ovariectomizados (respectivamente, grupos A e B), e quatro submetidos a
ovariectomia bilateral seguida do transplante autdlogo ovariano para regido
subcapsular do rim (grupo C), tecido subcutaneo (grupo D), bolsa ovarica (grupo
E) e préximo aos vasos femorais (grupo F). Foram avaliados e comparados nos
grupos e tratamentos estabelecidos, aspectos cirargicos, anestésicos,
reprodutivos, bem como, a composigéo corporal dos animais. De um modo geral,
os sitios anatbmicos forneceram condi¢cdes adequadas ao desenvolvimento e
crescimento folicular, com retorno ao ciclo estral apés 17-19 dias em média de
transplante, sendo ainda eficazes na manutencdo da histomorfometria uterina e
composicdo corporal dos animais transplantados, a excecdo do grupo F. Nos
grupos C, D e E, o percentual de matéria mineral foi maior que o observado nos
demais, enquanto que os teores de matéria seca, extrato etéreo e proteina bruta
desses grupos foram semelhantes aos do grupo A. E por fim, nos grupos C e D,
foram estimadas as maiores populacdes foliculares dentre os animais
transplantados. Concluiu-se que o transplante autélogo ovariano quando realizado
para a regiao subcapsular do rim, tecido subcutaneo e bolsa ovarica, foi eficiente
na manutencao das funcdes avaliadas neste estudo inclusive, demonstrando em
algumas situacdes, resultados semelhantes ou até melhores que aqueles
observados nos animais ndo-ovariectomizados.

Palavras-Chave: composicao corporal, ovario, ratas, transplante, Utero.
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AUTOLOGOUS OVARIAN TRANSPLANTATION IN DIFFERENT ANATOMICAL
SITES OF OVARIECTOMIZED RATS

SUMMARY - The ovarian autologous transplantation has attracted an increasing
scientific interest due its contribution in basic or applied reproductive studies in
animals and humans. This thesis was conducted to investigate how the autologous
ovarian transplantation in different anatomical sites could influence various organic
aspects of ovariectomized rats. Thus, 54 Wistar rats were divided into six groups,
two controls of non-ovariectomized animals and ovariectomized (respectively,
groups A and B), and four submitted to bilateral ovariectomy and ovarian
autologous transplantation for under kidney capsule (group C), subcutaneous
tissue (group D), bursa ovarica (group E) and nearing femoral vessels (group F). In
the groups and treatments were evaluated and compared, surgical aspects,
anesthetics, reproductive, as well as, the body composition of animals. In general,
the anatomical sites provided good conditions for development and growth
follicular with return to estrus 17-19 days after transplantation, providing the
maintenance of uterine histomorphometry and body composition of animals
transplanted, except in the group F. In groups C, D and E, the percentage of
mineral matter (ash) was higher than that observed in the others, while the dry
matter, ether extract and crude protein of these groups were similar to the group A.
Finally, in groups C and D, were estimated the largest follicular populations of
transplanted animals. In conclusion, the autologous ovarian transplantation, when
performed for under kidney capsule, subcutaneous tissue and bursa ovarica, was
effective to maintenance of functions evaluated in this study, demonstrated even in
some situations, results similar to or better than those observed in animals not
ovariectomized.

Keywords: body composition, ovary, rats, transplantation, uterus.



1. INTRODUCAO

O transplante de 6rgdos ndo reprodutivos vem sendo praticado com taxas
variaveis de sucesso em todo o mundo hd muitas décadas (BEDAIWY et al.,
2008). Os transplantes oferecem diversas aplicagbes e perspectivas, tanto em
humanos quanto em animais, objetivando-se sempre a melhor funcdo de
determinado 6rgdo com repercussdo na melhor qualidade de vida daqueles
submetidos a este procedimento independentemente do tecido transplantado.

Os individuos submetidos aos transplantes sdo conduzidos a tratamentos
imunossupressivos pelo resto de suas vidas a fim de se evitar a rejeicdo do 6rgao
transplantado. Entretanto, o transplante de orgaos reprodutivos, principalmente
gbnadas, pode ser tanto transplante autdlogo quanto heterdlogo. O transplante
autologo ou autotransplante é um processo em que determinado tecido ou 6rgao
retorna para o mesmo individuo que serviu como doador, ndo havendo, portanto,
necessidade de tratamento imunossupressivo. Nesta modalidade estéo inseridos
0s principais tipos de transplantes de orgdos reprodutivos. O transplante
heterdlogo, por sua vez, corresponde ao transplante de érgdos e tecidos entre
individuos diferentes. Este processo ja esta bem estabelecido para muitos 6rgaos
sélidos como rins, pancreas, figado, coracao, pulmdes e medula 6ssea (BEDAIWY
et al., 2008).

Tratando especificamente do transplante autélogo ovariano, podemos
afirmar que o sucesso desta técnica depende diretamente da posicdo anatdmica
escolhida para receber o tecido ovariano transplantado, e isto ira possibilitar maior
ou menor recuperacgao tecidual, bem como, dos foliculos nele contidos. Neste
contexto, algumas pesquisas vém sendo realizadas com intuito de conhecer qual
posicdo anatdbmica oferece melhor desenvolvimento ao tecido transplantado
(ISRAELY et al., 2003; YANG et al., 2006; MACEDO, 2007a). Porém, ndo existem
investigacbes sobre como esta técnica, e sua consequente producdo de
hormonios, pode vir a influenciar na composicao corporal, histoarquitetura do Gtero
e ovarios de animais transplantados, nem tampouco, se 0s 0rgados receptores

sofrem lesdes e qual a extensao delas apds alguns meses.



Devido ao potencial retorno da funcdo hormonal, o transplante de tecido
ovariano poderia atuar como forma de reposicdo estrogénica e desempenhar
alguns papéis fundamentais na manutencédo do estado de saude geral, como por
exemplo, na prevencdao do surgimento de diversas desordens organicas
associadas a deplecdo hormonal estrogénica (conhecida em humanos como
sindrome metabdlica pds-menopausa), como auxilio na regulacdo da homeostase
de lipidios e carboidratos e, consequentemente, manutencdo da composicdo
corporal normal. Entretanto, ainda ndo existem estudos que abordem ou
esclarecam essas questdes quando s&o utilizadas técnicas de transplante
ovariano, sendo esta a principal justificativa para o desenvolvimento desta

investigagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo serdo abordadas as principais contribuicbes da utilizacdo do
transplante autélogo ovariano a partir de modelos experimentais e suas possiveis

implicacbes na reproducdo animal e humana.

2.1. Definicao e Classificacao

Transplantar deriva do latim tardio “transplantare” ou latim moderno
“translatio” e significa transferir ou transportar (SILVA & MONTAGNER, 2009;
CUNHA, 2010). Essa técnica envolve a transferéncia de um 6rgao funcional ou
parte dele, de um individuo para ele mesmo ou outro, com ou sem
reestabelecimento da continuidade vascular. Assim sendo, os transplantes sao
classificados levando-se em consideracdo alguns critérios. Num desses, a
classificacdo é feita a partir da espécie receptora como: autotransplante, quando
doador(a) e receptor(a) sdo o mesmo individuo; isotransplante, se o transplante
ocorre entre individuos geneticamente idénticos; alotransplante, quando o(a)
receptor(a) € outro individuo da mesma espécie e 0 xenotransplante, para
doador(a) de uma espécie e receptor de outra. A outra forma de classificacdo diz
respeito a localizacédo do tecido transplantando sendo ortotopico quando o tecido é
transplantado para um local proximo a posicdo anatdmica de origem ou,
heterotopico, se este for transferido a um sitio receptor anatomicamente distante
do original (KRONH, 1977).

O transplante autélogo ovariano consiste, especificamente, na transferéncia
do ovario integro ou de seus fragmentos corticais por meios cirdrgicos. A técnica
em questdo pode ser Util guando se deseja restaurar ou amplificar a fertilidade de
um individuo, além de servir como modelo de investigagdo do desenvolvimento
folicular a partir dos estadios primordiais (CECCONI, 2002; ANDRADE et al.,
2004; DONNEZ et al., 2006; MACEDO et al., 2007b).



2.2. Historico

Os primeiros relatos foram de MORRIS (1895) e KNAUER (1896), que
visavam o0 rejuvenescimento mediante a manutencdo das concentracdes
hormonais ap6s o climatério.

A partir da década de 40, com o advento das pilulas de reposicdo hormonal,
houve diminuicdo das investigacdes sobre o transplante ovariano. Entretanto, foi
apenas no final do século XX que se retomou o interesse pelo assunto, gragas aos
conceitos emergentes de endocrinologia e imunologia, possibilitando assim,
estudos mais aperfeicoados em transplantes experimentais (PETROIANU et al.,
2004a).

Em 1956, foi demonstrado que o autotransplante de tecido ovariano de
camundongas mantém sua viabilidade mesmo com procedimentos prévios de
congelacdo e descongelacdo (PARKES, 1956). Outros estudos nesta mesma
década estimaram que mais de 90% dos oolcitos sdo destruidos por esses
processos de congelacdo e descongelagdo antes do autotransplante no tecido
subcutaneo, mas que um pequeno numero de foliculos primordiais sobreviveu e
retomou o seu desenvolvimento (DEANESLY, 1954; GREEN et al., 1956;
DEANESLY, 1957). Posteriormente foi demonstrado que o transplante ortotépico
de ovéario em camundongas conserva a habilidade desse tecido em produzir
oo0citos viaveis, muito embora 0s animais que receberam o tecido apos
congelacdo e descongelacdo apresentassem menor fertiidade quando
comparados com aqueles que receberam o tecido a fresco (PARROTT, 1958;
PARROTT & PARKES, 1960).

As primeiras gestacdes foram obtidas com sucesso em camundongos apés
o transplante de fragmentos ovarianos estocados a -79°C, tendo glicerol como
crioprotetor (PARROTT, 1960). Ainda na década de 60, o autotransplante com
anastomose vascular (ligando-se os vasos do pediculo ovariano a regido da
artéria carotida e veia jugular) foi realizado em ovelhas para um acesso mais

facilitado as porcdes venosa e arterial da circulagdo ovariana. Com esta técnica,



0s pesquisadores conseguiram por angiografia, coletas de material para histologia
e andlise do efluente venoso ovariano compreender de forma mais aprofundada a
fisiologia reprodutiva, tragcando inclusive o perfil de secrecdo de alguns hormoénios
como, por exemplo, a progesterona (GODING, 1966).

O transplante ovariano continuou ocupando lugar de destaque apenas em
investigacdes experimentais até ser utilizado na préatica da medicina reprodutiva
humana pela primeira vez em 1977 (KROHN, 1977), mas foi novamente deixado
em segundo plano apds o advento da fecundacéo in vitro (FIV) (BIGGERS, 1982).

Entretanto, a restauracdo da fertilidade em ratos apds o transplante do
ovario inteiro congelado foi descrita pela primeira vez somente ha alguns anos
(WANG et al., 2002). Ainda nao foi observada diferenca estatistica na viabilidade
folicular ou taxas de foliculos primordiais normais entre ovarios expostos ou nao
aos crioprotetores, também ndo houve qualquer diferenca para estes parametros
entre protocolos de vitrificacdo utilizando diferentes solu¢cdes de crioprotetores
(dimetilsuféxido, formamida e propilenoglicol) (COURBIERE et al., 2005).

Nos ultimos anos, houve muito progresso cientifico na é&rea dos
transplantes gonadais e outros orgaos reprodutivos (tuba uterina e utero). Esses

avancos serdo mais bem abordados no ultimo item desta revisdo de literatura.

2.3. O ovério — Estrutura e funcéo

De acordo com HAFEZ & HAFEZ (2004), o ovéario tem duas funcdes
principais, a producdo ciclica de odcitos com capacidade de fecundacédo e
horménios esteréides em proporcdes balanceadas. Tais horménios atuam no
desenvolvimento do trato genital desde a gestacdo, facilitam a migracdo de
embrides nas fases iniciais, e asseguram sua implantacdo e crescimento no utero.
O foliculo € a estrutura ovariana que permite ao ovario exercer essas duas
funcdes: a gametogénese e a esteroidogénese. Eles estdo presentes aos milhares

no cortex ovariano em estadios pré-antrais e antrais.



A producdo de gametas femininos funcionais é essencial para a
propagacao de todas as espécies vertebradas. O crescimento e desenvolvimento
de odcitos contidos nos foliculos ovarianos tém fascinado a ciéncia ha séculos, e
pesquisadores tém realizado estudos bastante concisos sobre o papel das células
foliculares (células da granulosa e teca) na promoc¢do da oogénese e posterior
disposicdo do odécito no oviduto para ovulagcdo. O desafio para o futuro estd na
identificacdo dos fatores que interferem nesse processo e conhecimento dos
mecanismos intra-ovarianos que permitem essa comunicac¢ao bidirecional entre o
oQcito e as demais células que compdem o foliculo (MATZUK et al., 2002).

Um dos fatores que vem estimulando esses estudos esta no conhecimento
ja difundido entre os estudiosos no assunto de que em mamiferos, a reserva de
foliculos primordiais estabiliza-se na vida fetal ou logo apds o nascimento
dependendo da espécie; e que uma vez estavel, a reserva desse tipo folicular
comeca a diminuir pelo desenvolvimento dos foliculos pré-antrais a antrais, ou por
degeneracdo in situ, o que ocorre com a maioria deles ao longo da vida
reprodutiva da fémea (99%) (HIRSHFIELD, 1988). Por esses motivos, seria de
grande beneficio se estes foliculos, destinados a tornarem-se atrésicos, pudessem
ser recuperados antes de sua degeneracao (SAHA et al., 2000) e, jA que essa
reserva nunca sera reposta ao longo da vida da fémea, é que algumas linhas de
pesquisa, buscando o crescimento e desenvolvimento desses foliculos até sua
fase antral, ttm sido incansaveis (OKTAY et al., 1995). E neste contexto que 0s
trabalhos na area de transplantes gonadais estdo despertando o interesse

cientifico.

2.4. AplicacOes e limitagdes dos transplantes gonadais

A coordenacdo da formacéo folicular e o inicio da ativacdo dos foliculos
primordiais em roedores apds 0 nascimento, associados ao tamanho do ovario,
permitem o cultivo desses oOrgdos inteiros e fazem com que eles sejam,

frequentemente, utilizados como modelos experimentais. Em primatas e



ruminantes ndo ocorre 0 mesmo, ja que sua formacéao folicular inicia durante o
desenvolvimento fetal e esta permanece até que alguns foliculos sejam ativados e
deixem o grupo dos foliculos quiescentes. O inicio do crescimento folicular pode
ser regulado primariamente por possivel inibicdo proveniente da zona mais central
da regidao medular do ovario (FORTUNE et al., 2000). Ainda de acordo com 0s
mesmos autores, pode-se explicar porque a maioria dos foliculos primordiais &
ativada quando fragmentos corticais ovarianos de bovinos ou babuinos séo
colocados em cultivo, desde que a situagao deles seja, presumivelmente, livre da
influéncia dessa inibicdo medular. Um fato que contraria essa hipétese é aquele
gue ocorre guando fragmentos corticais de ovarios bovinos ou babuinos sao
transplantados in ovo (geralmente na membrana coério-alantéide - CAM), e a
ativacdo espontanea dos foliculos ndo é observada.

O transplante do ovario preserva a funcdo desta gbnada e minimiza os
efeitos indesejaveis do climatério precoce em mulheres ovariectomizadas (STIFF
et al., 1997). Isto se deve ao fato do ovario de mamiferos, quando transplantado
para sitio ectopico, tornar-se hormonalmente competente e capaz de ovular dentro
de poucas semanas (DISSEN et al., 1994). No entanto, alguns problemas técnicos
relacionados aos transplantes, como a incerteza do sucesso na revascularizacao
do orgado, rejeicdo do tecido transplantado e toxicidade das drogas
imunossupressoras, que em certos casos podem ser necessarias, frequentemente
obscurecem o objetivo original de alguns trabalhos (WOOD, 1982).

Teoricamente, existem cinco caminhos possiveis a maturacado oocitéria: o
auto, o alo ou o xenotransplante, a maturacdo in vitro (MIV), e a transferéncia
nuclear. Cada uma dessas técnicas tem suas utilidades e limitacdes. Com relagéo
ao transplante autdlogo as principais vantagens estdo no retorno rapido e
espontaneo a fertilidade em fémeas ovariectomizadas, normalmente sem
necessidade de terapia hormonal, ndo havendo chance de rejeicédo do transplante,
e por esse motivo, ndo ha exigéncia de terapia imunossupressiva. Também nao se
tem relatos de dificuldades na obtencéo de foliculos maturos, e ndo esbarra em

guestbes éticas, como por exemplo, a chance de transmissdo de agentes



infecciosos ou o0 risco de alteracdo do genoma do receptor, como ocorre no
xenotransplante. No entanto, a limitacdo do transplante aut6logo, que também
deve ser extensivel as demais técnicas de transplante, esta relacionada a
necessidade de constante monitoramento do paciente (AUBARD, 2003).

Pode-se ainda transplantar o ovario para o tecido subcutédneo do antebraco
(OKTAY et al.,, 2004) sendo nesse ultimo caso, necessaria a FIV para obter-se
gestacao e nascimento, configurando assim, limitacdo ao uso dessa técnica. Além
disso, o desenvolvimento de foliculos ovarianos in vitro ainda é desafio a ser
vencido, sendo seu principal objetivo tentar reproduzir os processos que ocorrem
in vivo, investigando suas bases fisioldgicas para atingir um crescimento folicular
pleno, deixando-os aptos para serem submetidos aos procedimentos de MIV e FIV
(CECCONI, 2002).

Outras diferentes aplicacfes dos transplantes ovarianos podem ser citadas,
dentre elas temos a manutencédo da fertilidade em mulheres portadoras de cancer
com o0s ovarios, ou parte deles, criopreservados para serem transplantados em
sua posi¢cdo anatdmica original apds sessdes de quimio ou radioterapia, para o
posterior nascimento de criancas saudaveis (DONNEZ et al., 2004).

A recente evolugdo no tratamento do céancer oferece ndo s6é nova
perspectiva de sobrevivéncia, mas também a melhoria da qualidade de vida.
Mulheres em tratamento de cancer normalmente s&o desaconselhadas a
engravidar ou se submetem a interrupcdo do tratamento médico caso estejam
gravidas. Ainda hoje, existe uma falta de consciéncia ou desinforma¢do quanto as
opc¢Oes de preservacdo do potencial de fertilidade dessas pacientes. Publicacdes
recentes referem nascimentos a partir do transplante de tecido ovariano de
mulheres acometidas pelo cancer (MORISHITA et al., 1994; DONNEZ et al., 2004;
MEIROW et al., 2005a; SILBER & GOSDEN, 2007). Se aliarmos esses fatos a
relevancia clinica do tema, poderemos finalmente conseguir conciliar o tratamento
médico de algumas enfermidades, a manutencao da fertilidade e das condicbes

organicas desses individuos.



A perda ou dano de o¢rgdos reprodutivos podem ocorrer por faléncia
ovariana prematura (FOP), exposicdo a radioterapia e/ou quimioterapia,
neoplasias do trato genital ou sistémica que resultem em remocdo ou perda da
funcdo desses Orgaos; além disso, o ovario é susceptivel a danos permanentes
provocados por uma variedade de farmacos e tratamentos médicos (BEDAIWY et
al., 2008).

A principal preocupacdo relacionada aos transplantes de tecido ovariano
avasculares esta na qualidade dos odcitos e longevidade do transplante, uma vez
gue esse tecido sofre isquemia até que ocorra a neovascularizagdo. Por esta
razao, o transplante do ovario junto ao seu pediculo vascular vem sendo proposto
(JEREMIAS et al., 2002). Uma complexa cascata de eventos denominada “injuria
de reperfusdo”, causada pela hipotermia tecidual pré-transplante, isquemia,
reaquecimento e reperfusdo, esta associada com danos ao 6rgao transplantado.
Estas lesbes podem ser diminuidas pela isquemia fria que preserva o tecido a
baixas temperaturas com tampéao de protecado. Isso ajudaria a prevenir o retardo
na funcdo ou faléncia precoce do tecido transplantado (BOOM et al.,, 2000;
NAKAGAWA et al., 2002).

Apesar do crescente interesse em estudos que utilizam técnicas de
transplante ovariano com reanastomose vascular (WRANNING et al.,, 2010), a
comparacdo cirargica de técnicas avasculares € normalmente conduzida em
experimentos por questdes de praticidade e facilidade de execucdo, além dos
resultados satisfatérios obtidos por alguns autores (CALLEJO et al.,, 2002;
KODAMA et al., 2010). A maior parte dos trabalhos que tratam dessa questéo, se
detém a determinar a viabilidade dos tecidos transplantados e suas células
(OKTAY et al.,, 2001) sem, contudo, detalhar a metodologia cirdrgica, nem
tampouco seus aspectos, que uma vez descritos e estabelecidos como validos,
podem ser relevantes para viabilizar uma técnica e extinguir quaisquer duvidas

sobre suas possiveis aplicacdes.
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2.5. A atividade ovariana e seus efeitos na composic¢éo corporal

A deficiéncia de estrogénio causada pela perda da funcdo ovariana esta
relacionada com o desenvolvimento de diversas alteragbes metabdlicas
(dislipidemia, resisténcia a insulina e diabetes tipo Il) e distdrbios comportamentais
como mudancas de humor e diminuicdo da memoria (RASGON & JARVIK, 2004,
KAAJA, 2008; WEBER & MAPSTONE, 2009). Estes resultados sugerem que
doencgas neurodegenerativas ou perda de memoria devem ser consideradas como
resultado de uma sindrome metabdlica e que as mulheres na pos-menopausa sao
mais vulneraveis a estas doencgas que aquelas jovens. Por esses e outros motivos,
a perda da funcdo gonadal tem sido considerada como fator determinante para as
consequéncias deletérias que o envelhecimento provoca sobre a fungéo cerebral
(ALONSO et al., 2010). Assim, alguns dados clinicos j& demonstraram o efeito
benéfico na memodria e habilidades cognitivas de mulheres na pds-menopausa
usando terapia de reposi¢cao hormonal (SIMPKINS et al., 1994).

Outras investigacdes, dessa vez realizadas em roedores, demonstraram
gue a protecdo contra a lesdo cerebral isquémica desaparece apos a ovariectomia
(SIMPKINS et al., 1997) e que pode ser restaurada pela reposicdo de estrogénio
(PELLIGRINO et al., 1998). Contrariamente, estudos anteriores demonstraram que
0 tratamento com estradiol ndo impediu a perda de memodria associada ao
envelhecimento (ALONSO et al.,, 2006), porém a sensibilidade a insulina foi
melhorada. Dois anos mais tarde, o mesmo grupo de pesquisadores comprovou
gue o tratamento com estradiol foi eficiente o bastante para melhorar alguns
aspectos da homeostase neuronal afetada pelo envelhecimento (ALONSO et al.,
2008).

Os beneficios da terapia estrogénica na prevencao e tratamento dos efeitos
do envelhecimento, alteragfes fisiologicas e doencas neurodegenerativas podem
advir da acdo neuroprotetora e possiveis beneficios desses hormdnios sobre a
funcdo cognitiva, principalmente aquelas relacionadas as propriedades
antioxidantes dos estrogénios (GARCIA-SEGURA et al., 2001; OGE et al., 2003).
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Ja4 estd comprovado também que o estrogeno pode exercer efeitos
complexos sobre aprendizagem e memoéria em ratos, que revelam claro declinio
com o envelhecimento similar ao dos seres humanos, constituindo modelo animal
apropriado para estudar os efeitos dos estrogénios e fitoestrogénios sobre o
envelhecimento (ALONSO et al., 2010).

Porém, a auséncia da atividade ovariana pode acarretar ainda varios outros
distirbios organicos. Em animais adultos, as alteracbes Osseas apos a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) s&o semelhantes aquelas encontradas em
mulheres ap0s a menopausa ou ap0s a gonadectomia, em que a densidade
mineral 0ssea decresce rapidamente devido a hipoestrogenemia, resultando em
deterioracdo da microarquitetura 6éssea e, consequentemente, aumento no risco
de fraturas em razdo do desequilibrio entre a formacdo e reabsorcdo Ossea
(SCHMIDT et al., 2006).

Sabe-se que o0s estrogenos podem atuar sobre o metabolismo e a
remodelacdo Ossea por mecanismos indiretos, afetando a concentracdo dos
hormonios calciotropicos, e por mecanismos diretos, atuando sobre receptores
especificos nas células 6sseas. O estrégeno diminui a sensibilidade O0ssea ao
paratormoénio (PTH), aumenta a atividade da hidroxilase renal e a absorcao
intestinal de calcio. Em diferentes estudos, cadelas adultas submetidas a
ovariectomia ou OSH apresentaram maior niumero de espacos de reabsorcao
6ssea por mm? quando comparadas a cadelas n&do-ovariectomizadas (SCHMIDT
et al., 2006).

As radiografias convencionais ndo sdo suficientes para detectar mudancas
menores que 30% na mineralizacdo 0ssea; para isso, S0 necessarios metodos
mais acurados como, por exemplo, a densitometria 6ssea (GARTON et al., 1994),
ou a analise quimica da carcaca, onde as cinzas representariam todo o conteudo
inorganico ou mineral do organismo.

Existem ainda outros relatos sobre os efeitos dos andréogenos no
metabolismo (YANASE et al., 2008; SAAD & GOOREN, 2009; GENTILE et al.,

2010), e ja se sabe que a deficiéncia de estrogénio esta diretamente relacionada
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ao controle da homeostase energética no sexo feminino (SIMPSON et al., 2005), e
também esta envolvida nas alteracdes de distribuicdo da gordura corporal,
mobilizacdo de acidos graxos e capacidade de absorcdo da glicose pelos
diferentes tecidos (TOTH et al., 2000; JONES et al., 2007).

A ovariectomia em ratas conduz a alteracdes no consumo de energia, bem
como, na proporcdo entre massa corporal e gordura (RICHARD et al.,, 1987,
SIMPSON et al., 2005; HERTRAMPF et al., 2007), além de provocar resisténcia a
insulina nos animais; em contrapartida, a reposicdo estrogénica antagoniza
positivamente todos esses efeitos (BAILEY & AHMED-SOROUR, 1980).

Dentre os métodos disponiveis para determinacdo da composicao corporal
em roedores, a andlise quimica da carcaga pode ser considerada como a forma
mais precisa para avaliacdo das fracbes de agua, gordura, proteina e cinzas
(DONATO JR et al., 2006; FRANCO, 2009; ROGERO et al., 2010), nos permitindo
inferir sobre a real constituicdo organica dos individuos e analisar diversos
aspectos fisioldgicos, metabdlicos e clinicos dos animais avaliados.

Entretanto, ainda n&do se conhece qual a influéncia da produg&o hormonal
oriunda dos tecidos ovarianos transplantados sobre a composi¢do corporal,

quando comparada a animais nédo-ovariectomizados e ovariectomizados.

2.6. O utero frente a producdo hormonal ovariana

Durante o ciclo estral, o Utero das fémeas domésticas é submetido a
variado numero de transformacg6es morfologicas sob a influéncia do estrogeno e
da progesterona. A atividade ciclica feminina manifesta-se macro e
microscopicamente, assim como comportamentalmente. Esses varios estagios
morfoldgicos, funcionais e comportamentais estdo diretamente relacionados ao
ciclo estral (BANKS, 1991).

E sabido que, durante o ciclo estral de ratas, bem como em outros animais,

sdo observadas fases de atuacdo do estrégeno (proestro e estro) e da
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progesterona (metaestro e diestro) (WITZ et al., 1999; BOUCHER et al., 2000;
PIVA et al., 2001).

Diversos estudos foram realizados com objetivo de testar o efeito de varias
substancias hormonais sobre o Utero de modelos experimentais ovariectomizados.
Dentre esses podemos citar aqueles que testaram a tibolona (PANTALEAO et al.,
2009), medroxiprogesterona (MENDONCA et al., 2004; 2006), estrogénio
conjugado equino (Ece) (MORAES et al., 2006), raloxifeno (Ral) (MORAES et al.,
2006), L-tiroxina (OLIVEIRA et al., 2005), propiltiouracil (SILVA et al., 2004),
dentre outros. Porém, a literatura vigente ainda ndo divulgou estudo que
observasse que consequéncias o transplante ovariano poderia impor ao utero de
fémeas previamente ovariectomizadas.

Os estrogénios séo esteroides sintetizados a partir do colesterol e exercem
acao proliferativa sobre o endométrio, tanto no estroma quanto nos epitélios de
revestimento e glandular (AZEVEDO, 2002). Por esta razdo, estes hormoénios
podem levar a proliferacéo das células endometriais e desenvolvimento gradual de
hiperplasia, hiperplasia atipica e céancer endometrial (PERSSON, 2000), bem
como aumentar o risco para cancer de mama, por estarem associados com a
proliferacdo e promocgé&o de tumores responsivos aos estrogénios (HANKINSON et
al., 1998).

O aumento do peso uterino em ratas castradas submetidas a tratamento
com isoflavonas tem sido bem documentado, e € dependente da dose utilizada
(ISHIMI et al., 2000; PICHERIT et al., 2001; UESUGI et al., 2001). Estes autores
avaliaram diferentes doses de genisteina e observaram que esta substancia
previne a perda de massa 0ssea em ratas ovariectomizadas e tratadas, com ou
sem efeito uterotropico, a depender da dose utilizada. Também ja se demonstrou
aumento do peso uterino e efeitos diretos sobre a uretra de ratas
ovariectomizadas submetidas a administracdo precoce do extrato de isoflavona,
devido a promocdo da atividade estrogénica. Quando essa administracdo é
realizada tardiamente, as consequéncias decorrentes da ovariectomia nesses

orgaos ndo sao revertidas (SANTOS et al.,, 2010). Entretanto, a avaliacdo das
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glandulas endometriais em animais que receberam transplante ovariano ainda nédo
foi verificada.

Em roedores, a producdo de secrecdo uterina a partir das glandulas
endometriais € necessdria para o estabelecimento da receptividade uterina e
futura implantacdo do concepto. A adenogénese uterina € o processo pelo qual
ocorre o desenvolvimento das glandulas endometriais. Nos seres humanos, esse
processo comeca no feto, continua apds o nascimento, e é completado durante a
puberdade. Entretanto, em ovinos, suinos e roedores este evento ocorre
essencialmente pos-parto. Normalmente, a adenogénese endometrial envolve
diferenciacdo e germinacdo do epitélio glandular a partir do epitélio superficial,
seguida por invaginagéo, extensa proliferacdo tubular e formacéo de ramificagbes
por todo o estroma uterino (GRAY et al., 2001).

Em roedores, vérios fatores, incluindo o fator inibidor de leucemia e
calcitonina, sdo produzidos exclusivamente pelas glandulas uterinas (STEWART &
CULLINAN, 1997; CARSON et al.,, 2000) mesmo que estas ndo sejam tao
ramificadas quanto nos demais mamiferos (GRAY et al., 2001). Durante o periodo
pré-implantacdo do embrido nesses roedores, as glandulas endometriais
sintetizam e secretam diversas proteinas necessarias ao estabelecimento de
receptividade uterina e implantacdo do embrido (STEWART & CULLINAN, 1997;
CARSON et al., 2000), e se a gravidez se estabelece, as glandulas endometriais
sdo ablacionadas por decidualizacdo do estroma em resposta a implantacdo do
concepto. Atualmente, ndo existem informacgdes disponiveis sobre a regeneracéo
das glandulas endometriais ap6s o parto durante a involug&o uterina nos roedores
(GRAY et al., 2001).

A duracédo da gestacao é de 20 dias em camundongos e 21 dias nos ratos.
A fusdo parcial do ducto paramesonéfrico ocorre por volta dos 15-16 dias de
gestacdo e produz um utero bicornuado. Ao nascimento, o Utero das ratas e
camundongas nao possui glandulas endometriais, sendo constituido apenas de
epitélio simples sobre mesénquima indiferenciado. Apos cinco dias de nascimento,

a invaginacao epitelial aparece representando a formacédo do epitélio glandular
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(EG) ramificado (BRODY & CUNHA, 1989). A génese das glandulas endometriais
nao é observada até os 7 dias de nascimento em camundongos e dos 9 aos 16
dias em ratos (BRANHAM et al., 1985) e resulta do desenvolvimento de glandulas
endometriais simples, diferente do que ocorre nos ungulados.

Segundo SILVA et al. (2004), o desenvolvimento das glandulas
endometriais baseia-se na andlise do seu produto de secrecdo obedecendo a
seguinte classificacdo: grau 1 — secrecdo fraca na forma de granulos no
citoplasma das células com distribuicdo multifocal e ausente no lume; grau 2 —
secrecao fraca coalescente presente no citoplasma e apice das células, as vezes
com extrusdo para o lume; grau 3 — forte secregcdo granular ou coalescente no
citoplasma das células e glicocalix, porém ausente no lume; e grau 4 — forte
secrecao granular ou coalescente no citoplasma das células, no glicocélix e no

lume.

2.7. Ciclo estral em roedores

Nos estudos realizados sobre transplante autdlogo ovariano, a rata, bem
como outros roedores, sdo 0s animais mais utilizados para comparacdo de
resultados morfologicos. Além disso, esta espécie apresenta-se como animal de
facil manuseio, obtencdo e manutencao.

Apresenta ciclo estral curto, completando-se em torno de quatro a cinco
dias, ideal para estudar a recuperacdo da funcdo ovariana, em curto periodo de
avaliagdo (GUYTON & HALL, 1997).

A avaliacdo das mudancas estruturais nas células do epitélio vaginal é
empregada como método ndo invasivo para documentar o ciclo reprodutivo em
animais de laboratorio e, fornece ainda, um indicador confiavel sobre o estado
funcional do eixo hipotdlamo-hipofise-ovario (GOLDMAN et al., 2007).

Alguns anos apés a descoberta de STOCKARD & PAPANICOLAOU,
publicada em 1917, sobre as mudancas ritmicas na aparéncia das células

epiteliais da mucosa vaginal de cobaias, LONG & EVANS publicaram em 1922,
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um trabalho considerado marco que caracterizou o ciclo estral de ratas, sendo
este dltimo utilizado até os dias atuais como estudo padrdo. Segundo estes e
outros autores (MANDL, 1951; COOPER et al., 1993; MARCONDES et al., 2002),
a caracterizacdo de cada uma das fases (proestro, estro, metaestro e diestro) &
baseada na proporcdo entre trés tipos celulares observados na citologia vaginal:
células epiteliais (basais e parabasais), queratinizadas ou superficiais (nucleadas
ou anucleadas) e leucdcitos.

O padrdo estabelecido primeiramente por LONG & EVANS em 1922,
comprovado e citado por diversas investigacdes posteriores, descreve que para
um ciclo normal de quatro dias, o proestro € identificado pela presenca de células
epiteliais nucleadas que se aglomeram em circulos, mantendo uma aparéncia
granular ao microscopio oOptico. Ocasionalmente, estas células podem formar
corddes celulares. Esta fase dura geralmente 24 horas, sendo seguida pelo estro,
identificado rotineiramente devido a presenca de grande numero de células
superficiais (queratinizadas ou de descamacdo) inicialmente nucleadas que
dobram sobre seu proprio eixo adotando um formato semelhante a pequenas
agulhas, estas podem apresentar ainda um formato mais arredondado com bordas
irregulares. O predominio das células queratinizadas também dura 24 horas, no
ciclo de 4 dias, ou pode ocorrer durante 48 horas consecutivas num ciclo de 5
dias. Células epiteliais ainda ndo queratinizadas (denominadas por alguns autores
como células “pavimento”) poderéo, alternativamente, estar presentes durante o
periodo que precede a infiltracdo leucocitaria. O metaestro consiste no periodo de
transicdo entre o final do estro e fase inicial do primeiro dia do diestro (diestro 1 ou
inicial). Esta fase do ciclo & caracterizada por uma combinacéo de leucocitos,
células queratinizadas e epiteliais arredondadas (basais ou parabasais). Estas
células geralmente persistem durante os dois primeiros dias do diestro, sendo
observadas juntamente com leucoécitos em concentracdo bastante variavel no
esfregaco ou lavado vaginal. O segundo dia do diestro (diestro 2 ou final) pode
demonstrar pequena quantidade de células epiteliais nucleadas (organizadas em

alguns corddes celulares), que anunciam a chegada do proestro um dia depois.
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Algumas ratas com um ciclo regular de 5 dias podem apresentar trés dias
consecutivos de diestro, ao invés dos dois dias, mencionados anteriormente.

Alguns procedimentos sdo utilizados para avaliagdo das células vaginais.
Amostras podem ou nédo ser fixadas com vérias formulacbes a base de etanol,
com ou sem a necessidade de pré-secagem antes da coloragdo. Diversos tipos de
corantes sdo preconizados (azul de metileno, azul de toluidina, hematoxilina,
eosina, pandético, coloracdes de Giemsa, tricromica de Shorr ou Papanicolaou)
porém, € interessante observar que 0os mais pesados sdo normalmente evitados,
pois sofrem precipitacdo, e as laminas sdo lavadas em solucdo isenta de sais
apés a coloragdo. As observacdes sem coloracdo podem ser utilizadas sem
prejuizos a avaliagéo citologica e pesquisadores vem adotando esta metodologia
por questbes de praticidade e rapidez de andlise (MARCONDES et al., 2002;
GOLDMAN et al., 2007).

Diversos autores (REITER et al., 1981; TAMARKIN et al., 1985; SANTOS et
al., 2003) ja relataram a influéncia da glandula pineal sobre a fisiologia reprodutiva
e ciclicidade de mamiferos, inclusive roedores. Essa influéncia, esta relacionada a
sintese e liberacdo de uma substancia antigonadotrofica, chamada melatonina
(TAMARKIN et al., 1985; SANTOS et al., 2003). Esta substancia tem sua sintese
estimulada no escuro e, ocorre menor secrecao, quando 0s animais sao expostos
a luz. Esta liberacdo de melatonina pode ser controlada experimentalmente a
partir da determinagéo dos tempos de claro ou escuro aos quais 0s animais serao
submetidos, sincronizando assim, o ciclo estral e suas fases (REITER, 1991,
1993; WEAVER et al., 1993; TEIXEIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2003).

2.8. Estado da arte

O transplante de tecido ovariano surgiu ha mais de um século como
alternativa ao cultivo in vitro de foliculos, dada a necessidade do desenvolvimento
de um sistema de cultivo que promovesse o crescimento dos foliculos pré-antrais

(FOPA) a um estadio no qual possam ser maturados e fecundados in vitro,
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permitindo a obtencdo de uma grande populacdo de odcitos homogéneos,
evitando que se tornem atrésicos (McCAFFERY et al., 2000; SAHA et al., 2000).

Entretanto, apesar dos recentes avangos nesta area, condi¢cdes 6timas para
o cultivo de FOPA utilizando transplante ovariano ainda nao foram estabelecidas,
uma vez gue 0 sucesso da técnica depende de uma série de fatores tais como:
tamanho do transplante, local escolhido para transplanta-lo, e presenca de fatores
angiogénicos; bem como do numero de foliculos que sobrevivem ao procedimento
e da habilidade desses em completar o seu desenvolvimento (DISSEN et al.,
1995; CAMPBELL et al., 2000; ISRAELY et al., 2003).

Paralelamente, a técnica de maturacao folicular in vitro vem sendo objeto
de diversos estudos. Contudo, o desenvolvimento de foliculos ovarianos in vitro
ainda € um desafio a ser vencido, fato este que pode ser comprovado pelas
publicacbes na area, as quais demonstram sucesso apenas na maturacdo de
foliculos antrais (CHA et al., 1991; DANDEKAR et al., 1991) ou provenientes de
foliculos secundarios (GUPTA et al., 2008; MAGALHAES, et al., 2010).

O transplante de tecido ovariano visa, além do cultivo, a manutengdo da
funcdo enddcrina e restauracdo da capacidade reprodutiva (PETROIANU et al.,
2004a), podendo também ser utilizado para restaurar a fertilidade de fémeas com
infertilidade adquirida (CAMPBELL et al., 2000).

Estudos experimentais foram executados com o objetivo de conhecer a
técnica cirdrgica mais adequada e eficiente para realizacdo do transplante, bem
como, quais locais do organismo permitem um melhor desenvolvimento do tecido
transplantado, sem que aquele escolhido para atuar como receptor, seja
prejudicado em suas fungbes (GUNASENA et al., 1997a; ALBERTI et al., 2002;
ISRAELY et al.,, 2003; CESCHIN et al.,, 2004; D)ACAMPORA et al., 2004;
PETROIANU et al., 2004b; BRITO et al., 2005; HANSSEN et al., 2005; LEE et al.,
2005; WOLNER- SCHMIDT et al., 2005; PETROIANU et al., 2006; YANG et al.,
2006; MACEDO, 2007a).

Dentre os trabalhos acima, poucos obtiveram insucesso em seus resultados

como, por exemplo, o que foi realizado com transplante de ovario integro no
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omento maior (bolsa omental) de ratas, resultando em morte do tecido
transplantado, sugerindo que o transplante de fragmentos ovarianos seja mais
adequado pela facilidade de revascularizacdo (BRITO et al., 2005).

Entretanto, a maioria dos estudos realizados obteve éxito. Por exemplo,
nagueles em que o tecido ovariano foi transplantado heterotopicamente para o
antebraco (WOLNER-HANSSEN et al., 2005) e parede abdominal em humanos
(SCHMIDT et al., 2005), cépsula renal (LEE et al., 2005), tecido subcutaneo
(ISRAELY et al., 2003), tecido muscular (ISRAELY et al., 2003) de camundongos,
omento maior em coelhas (ALBERTI et al., 2002), retroperitbnio de ratas
(D’ACAMPORA et al., 2004), regido inguinal de ratas (CESCHIN et al., 2004) e
ortotopicamente para a bolsa ovarica sem anastomose vascular em ratas
(GUNASENA et al., 1997a; PETROIANU et al., 2004b; 2006).

O caso mais recente de nascimento em humanos utilizando a técnica de
transplante autélogo e ortotopico ovariano foi relatado por um grupo de
pesquisadores da Dinamarca. Uma mulher deu a luz a duas criancas saudaveis
apos transplante a tuba uterina de fragmentos de tecido ovariano submetidos a
congelacdo antes de um tratamento quimioterapico contra o cancer e posterior
descongelacdo. O primeiro nascimento ocorreu apos FIV e o segundo por
concepcdo natural. Isto sugeriu que ha uma boa chance de restauracdo da
fertilidade natural apos o transplante de tecido ovariano e que a criopreservacgao e
0 procedimento de transplante em si ndo prejudicam a fungdo ovariana normal
(ERNST et al.,, 2010). Anteriormente, oito nascimentos em humanos ja haviam
sido relatados como resultados de transplante de cOrtex ovariano apos congelacéo
e descongelacédo de fragmentos (DONNEZ et al., 2004; MEIROW et al., 2005b;
DEMEESTERE et al., 2007; ANDERSEN et al.,, 2008; SILBER et al., 2008;
SANCHEZ-SERRANO et al., 2010).

A localizacdo anatdmica escolhida para receber o transplante influencia
diretamente em varios aspectos, dentre eles, o nimero e a qualidade dos odcitos
produzidos a partir deles (YANG et al., 2006). ISRAELY et al. (2003) explicam que

0 insucesso da técnica pode ser devido a injuria sofrida pelo tecido transplantado,
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denominada periodo de isquemia — reperfusdo, que em roedores oscila entre 24 e
48 horas pos-transplante, e perdura até haver uma estabilizacdo do novo
suprimento vascular, bem como, dos danos sofridos pelas células endoteliais e
perivasculares.

Em observacbes desta proponente durante o seu mestrado, verificou-se
gue os tecidos ovarianos, quando transplantados sob a capsula renal de ratas
apresentam estabilizacdo do suprimento sanguineo ap6s uma semana de poés-
cirargico (MACEDO, 2007a).

Embora os transplantes ovarianos tornem-se revascularizados e
reinervados, todo esse processo pode desregular o sistema essencial ao
crescimento normal dos foliculos e odcitos, resultando num numero menor de
odcitos competentes (YANG et al., 2006). Dois estudos realizados com transplante
sob a capsula renal, ndo obtiveram uma sobrevivéncia folicular satisfatéria,
mesmo sendo este local, rico em suprimento sanguineo. Num deles, o tecido
ovariano transplantado a fresco sob a capsula renal de camundongas, resultou
numa reducdo de 50% no numero de foliculos (FELICIO et al.,, 1983); e em
ovelhas, apenas 35% dos foliculos sobreviveram (BAIRD et al., 1999).

Outras alteracdbes como uma redugdo de 30 a 70% no tamanho do
transplante e proliferacédo de tecido fibroso também j& foram relatadas (KIM et al.,
2001). A maioria dessas alteracBes ocorre durante os primeiros dias apos o
transplante (FELICIO et al., 1983).

Transplantes heterotopicos localizados abaixo da cépsula renal de
camundongas produziram o0citos viaveis que se desenvolveram satisfatoriamente
apos uma FIV, gerando embrido que veio a termo numa gestacdo em receptora
(CARROL et al.,, 1990; WATERHOUSE et al., 2004). A cépsula renal promove
ainda uma maior taxa de recuperagao folicular quando comparada ao tecido
subcutaneo; provavelmente, devido ao vasto suprimento vascular, que facilita o
estabelecimento do transplante e o suporte adequado as suas células, em
contrapartida ao tecido subcutdneo que possui uma baixa vascularizacédo
(ISRAELY et al., 2003; YANG et al., 2006).
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Existe relato de nascimento em animais, derivado de transplante localizado
no tecido subcutaneo, ocorrido em macaco, resultante também de embrides que
foram transferidos para maes substitutas (LEE et al., 2004). Um embrido humano
de quatro células foi produzido por injecao intracitoplasmatica espermatica num
odcito coletado de um tecido ovariano transplantado subcutaneamente na parede
abdominal. Entretanto, este embrido ndo se desenvolveu até o nascimento apos
ser implantado no Utero da paciente (OKTAY et al., 2004).

PETROIANU et al. (2004a) afirmam que a maioria dos trabalhos
experimentais sobre transplante ovariano visa, principalmente, a manutencéo da
funcdo endOcrina e restauracdo da capacidade reprodutiva. Porém,
histopatologicamente existem poucas avaliagdes da viabilidade folicular e ovariana

para os diferentes sitios receptores.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

v’ Verificar de que forma o transplante autélogo ovariano nos diferentes sitios
anatdbmicos preconizados pode vir a influenciar diversos aspectos organicos de

ratas ovariectomizadas.

3.2. Especificos

v Descrever a técnica cirargica para realizacdo do transplante autélogo
ovariano em diferentes sitios anatémicos;

v Determinar a viabilidade do protocolo anestésico com tribromoetanol para
execucao das cirurgias;

v' Acompanhar por meio de colpocitologia vaginal o retorno ao ciclo estral dos
animais transplantados;

v Observar histopatologicamente apés seis meses qual o grau de interacdo
entre os tecidos receptor e transplantado;

v' Avaliar histopatologicamente o Utero e o respectivo estadio endometrial dos
animais transplantados e ndo-transplantados apés seis meses;

v' Comparar a composicao corporal dos animais transplantados e daqueles
pertencentes aos grupos controle;

v Analisar quantitativa e qualitativamente os foliculos presentes nos ovarios

integros e transplantados para os diferentes locais propostos.
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4. HIPOTESES

v’ Todas as técnicas propostas para realizacdo do transplante aut6logo
ovariano sao viaveis e reproduziveis experimentalmente sem complicacoes;

v O retorno da atividade hormonal ovariana e ciclicidade dos animais podem
ser observados através da colpocitologia vaginal.

v A técnica de transplante aut6logo ovariano permite desenvolvimento
folicular satisfatorio sem danos aos tecidos escolhidos para exercer a fungédo de
sitio anatdbmico receptor.

v' A avaliagdo histomorfométrica do Utero dos animais transplantados é
semelhante aquela observada nos animais ndo-ovariectomizados.

v' A composicao corporal dos animais transplantados é semelhante aquela
observada nos animais ndo-ovariectomizados.

v A populacéo folicular dos animais com transplante na regido de confluéncia

dos vasos femorais € a maior dentre aqueles transplantados.
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5. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendacfes do Cdédigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (1988), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal-SP, sob o protocolo 016320-07.

5.1. Animais e manejo

Foram utilizadas 54 ratas (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, adultas,
pesando entre 200-300g, procedentes do Biotério da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Aracatuba. Os animais foram mantidos durante a fase
experimental, no Biotério do Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
(FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal — SP.

ApGs o transporte e chegada ao local de manutencdo, os animais foram
submetidos a quarentena, e mantidos durante todo o experimento numa
populacdo maxima de trés animais por caixa (49x34x16cm), tendo livre acesso a
dgua e racdo comercial (apropriada para a espécie'), girassol fornecido
semanalmente, sob ciclo claro-escuro de 12:12 horas, controlados por
temporizador analégico?.

Duas vezes por semana era realizada a limpeza das caixas, substituicdo da
maravalha e o reabastecimento de agua e racdo nos comedouros. Nestes
momentos, 0s animais foram avaliados quanto ao seu estado de saude geral e
guaisquer intercorréncias observadas, eram devidamente registradas. Durante os

180 dias de experimento, todos os animais foram submetidos individualmente a

! Labina Animais de Laboratério, Nestlé Purina PetCare Company, Paulinia-SP.
% Temporizador Analégico, Decorlux TE-1163, Curitiba-PR.
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pesagem. Aproveitava-se o instante da troca de caixas para viabilizar este

procedimento de mensuracdo do peso e posterior anotacdo dos resultados.

5.2. Grupos e tratamentos

Os animais foram subdivididos aleatoriamente em seis grupos experimentais
conforme tabela a seguir. Desses, dois grupos constituiram os controles, um de
animais ndo-ovariectomizados (grupo A) e outro de ovariectomizados (grupo B).

Os demais foram compostos por animais submetidos a ovariectomia bilateral
seguida do procedimento de transplante autélogo, sob a capsula renal (grupo C),
tecido subcutaneo (grupo D), bolsa ovarica (grupo E) e regido de confluéncia dos

grandes vasos femorais (grupo F), conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Grupos e tratamentos experimentais preconizados para ratas utilizadas
no experimento (FCAV, Campus de Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPOS TRATAMENTOS

A (n=09) N&o-ovariectomizados

B (n=09) Ovariectomizados

C (n=09) Ovariectomizados com transplante sob a capsula renal
D (n=09) Ovariectomizados com transplante no tecido subcutaneo
E (n=09) Ovariectomizados com transplante na bolsa ovarica

F (n=09) Ovariectomizados com transplante nos vasos femorais

n: nimero de animais por grupo.
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5.3. Instrumental cirdrgico

Para realizagdo dos procedimentos cirirgicos de ovariectomia bilateral e
transplante autélogo ovariano, foram utilizados instrumentais cirdrgicos
apropriados a microcirurgia, incluindo tesouras, pincas (hemostaticas, para
tecidos, de dissecacdo e de campo), cabos para lamina de bisturi, e material

auxiliar (apéndice A).
5.4. Procedimentos anestésicos e cirargicos

Em roedores nao sao necessarios jejum hidrico e alimentar. Os animais
receberam tribromoetanol (TBE)? 2,5% (0,025g/mL), diluido em soluc&o fisiolégica
e administrado via intraperitoneal (IP), na dose de 250mg de TBE/kg. As dosagens
foram ajustadas individualmente, quando necessario, durante o procedimento
cirdrgico para manutencdo do plano anestésico desejado (estabilidade das
frequéncias cardiaca e respiratoria, bem como, auséncia de resposta ao estimulo
doloroso, permitindo a realizacdo da técnica cirurgica).

Os procedimentos cirargicos realizados durante o experimento obedeceram as
técnicas basicas de incisdo e excisdo de tecidos a saber: manutencdo da
hemostasia, manipulacéo e cuidados com os tecidos expostos, uso de suturas e
outros materiais para a restauracdo da estrutura anatbmica e sustentacdo dos
tecidos durante a cicatrizacdo (HOLMBERG, 1998).

Ap6s tricotomia bilateral, realizou antissepsia com clorexidina 2%*, seguida
pela colocacdo de panos de campo. Todos os animais foram submetidos a
ovariectomia bilateral por incisdo sublombar direita e esquerda de
aproximadamente 1cm, sempre caudal a Ultima costela, com lamina de bisturi n°23
em cabo n’4. Apoés identificacdo dos o6rgdos internos, o pediculo ovariano foi

delicadamente tracionado, procedendo-se, em seguida, a ligadura deste por meio

%2, 2, 2-tribromoethanol, Sigma—Aldrich, St Louis, MO.
* Riohex, Digluconato de clorexidina 2%, Soluc&o Tépica Degermante, Rioquimica, S&o José do
Rio Preto-SP.
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de sutura com fio absorvivel (catgut simples 4-0 agulhado®) e posterior seccéo
com tesoura imediatamente posterior a ligadura executada. As estruturas recém-
ligadas foram cuidadosamente inspecionadas, quanto a possiveis hemorragias e
reposicionadas no abdémen.

O ovéario esquerdo removido, durante esta ovariectomia, foi seccionado,
resultando em varios fragmentos corticais de aproximadamente 1mm?, tomando-se
sempre a precaucdo de ndo selecionar aqueles que contivessem foliculos antrais
visiveis. Os fragmentos foram imersos em solucéo fisioldgica estéril (0,9%NacCl)
contida numa placa de Petri® até o momento do transplante. Os ovarios direitos
foram identificados separadamente e encaminhados para controle histopatolégico.

Todos os procedimentos para insercdo dos transplantes foram realizados apos
a ovariectomia bilateral e foi padronizada a insercao de trés fragmentos para cada
um dos sitios receptores.

O procedimento de insercao do transplante sob a capsula renal foi realizado no
rim esquerdo, pois este esta posicionado anatomicamente mais caudal que o seu
contralateral e, portanto de acesso cirargico mais facilitado. Apds isolamento e
tracionamento cuidadoso, o rim esquerdo foi apoiado entre os dedos polegar e
indicador, procedendo-se pequena sec¢cdo em sua capsula com auxilio da pinga
de iris denteada. Os fragmentos previamente selecionados e seccionados
procedentes do ovario esquerdo deste animal foram inseridos cuidadosamente
atraveés da seccéo realizada, alocando-os na regido desejada (pélo cranial do rim).
A pinca foi removida promovendo-se hemostasia criteriosa com auxilio das
compressas de gaze hidréfila estéril” por compressdo local, evitando assim
posteriores aderéncias a este orgdo. Nao havendo sangramentos, o rim foi
devolvido a sua posicdo anatbmica de origem.

O procedimento de insercao do transplante no tecido subcutaneo teve como
local padronizado a linha imediatamente ventral ao local da sutura da musculatura

abdominal esquerda para facilitar a visualizacdo e identificacdo de possiveis

® Catgut Simples 4-0, Brasuture, S&o Sebastido da Grama-SP.
® Placa de Petri, vidro, 100x15mm, CRAL, Cotia-SP.
" Compressa de gaze hidréfila estéril, 11 F, CREMER, Blumenau-SC.
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migracdes do tecido transplantado. Os fragmentos foram posicionados neste local
preconizado sem fixag&o cirargica.

Para o procedimento de transplante na bolsa ovarica esquerda, promoveu-se a
abertura cuidadosa dessa estrutura com auxilio da tesoura de iris, dissecou-se o
ovario esquerdo, que foi fragmentado em seguida, conforme metodologia descrita
anteriormente. Os fragmentos selecionados foram inseridos na bolsa ovarica
realizando posteriormente uma sutura de fechamento desta com fio inabsorvivel
monofilamento de nylon 6-0 agulhado®.

Por fim, o procedimento de transplante na regido de confluéncia dos grandes
vasos femorais foi realizado ap6s pequena incisao realizada sobre a face interna
da coxa esquerda, promovendo-se dissecac¢éo e divulsdo dos planos musculares,
localizacdo da estrutura desejada (confluéncia dos aspectos venosos e arteriais
dessa regido) e sutura dos fragmentos previamente selecionados a camada mais
externa desses vasos (serosa) com fio inabsorvivel monofilamento de nylon 6-0
agulhado. Assim como este, todos os procedimentos aqui descritos foram
finalizados pela rafia (pontos simples separados) dos demais planos cirirgicos
com fio inabsorvivel (monofilamento nylon 5-0 agulhado®).

Ao final do procedimento cirlrgico foi preenchida uma ficha de controle com os
seguintes parametros: periodo de laténcia anestésica apdés administracdo
intraperitoneal do tribromoetanol, periodo de acdo, analgesia no transcirargico,
possiveis complicacdes, tempo para recuperacdo anestésica, facilidade para
execucdo das ovariectomias e insercdo dos transplantes, adequacdo do
instrumental cirdrgico aos procedimentos realizados, complicacbes pré, trans e
pos-cirurgicas, além do tempo total de cirurgia.

No periodo pds-operatorio, foi realizada a observacédo diaria da ferida cirurgica,

principalmente com relagdo a sinais de hemorragia, deiscéncia de pontos e

® Nylon Preto Monofilamento 6-0, Brasuture, S&o Sebastifo da Grama-SP.
® Nylon Preto Monofilamento 5-0, Brasuture, S0 Sebastido de Grama — SP.
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infeccdo. Os animais receberam medicacdo anti-inflamatéria'®, na dosagem de
2mg/kg por via intramuscular (IM) a cada 12 horas, durante 3 dias.
Ap0s estes procedimentos, os animais foram mantidos em experimento e sob

observacao diaria durante 180 dias para avaliacdo de outros parametros.
5.5. Colpocitologia vaginal em meio liquido

Transcorridos 7 (sete) dias dos procedimentos de ovariectomia e transplante,
iniciou-se 0o acompanhamento indireto do retorno a atividade hormonal dos
animais pela realizacao de colpocitologia vaginal em meio liquido a cada 12 horas.
Para obtencdo das amostras, foi realizada a contencao fisica dos animais seguida
pela introducdo de 200uL de solucao fisioldgica estéril (0,9%NacCl), a temperatura
ambiente, na vagina dos modelos experimentais com auxilio de uma micropipeta
de volume ajustavel. O mesmo volume foi retirado e reintroduzido pelo menos trés
vezes para que o lavado vaginal resultasse no maior nimero de células possivel.
A ponteira foi introduzida apenas na parte inicial da vagina para que néo
provocasse lesfes locais ou qualquer desconforto aos modelos experimentais.
Para cada animal, devidamente identificado, foi obtida uma amostra, que era
coletada e posteriormente inserida em microtubos'. No Laboratério de
Reproducéo Animal, as amostras foram retiradas dos microtubos e inseridas com
arranjo pré-definido (figura 1), em forma de gota numa placa de Petri estéril até o
momento das analises sem coloracdo ou contraste de fase em microscopio 6ptico
com aumento de 20x. E importante ressaltar que foram utilizados uma ponteira e
um microtubo para cada amostra, e 0s grupos eram analisados em placas
diferentes.

Os tipos celulares reconhecidos em nossas avaliacbes seguiram o padrao
determinado em estudos anteriores (LONG & EVANS, 1922; MANDL, 1951;

19 Azium Solugéo, dexametasona intramuscular ou intravenoso, FR. 10mL, Schering-Plough
Coopers, Séao Paulo-SP.
! Microtubo tipo Eppendorf, 200uL, CRAL, Cotia-SP.
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COOPER et al., 1993; MARCONDES et al.,, 2002). A propor¢cdo entre essas
células foi utilizada para determinacao das fases do ciclo estral.

ApGs identificacdo do retorno a ciclicidade, procedeu-se a avaliacdo de trés
ciclos estrais completos. Para o controle experimental, antes dos procedimentos
cirdrgicos todos os animais também foram submetidos a colpocitologia,

analisando-se na ocasido, a ocorréncia de dois ciclos estrais completos.

Figura 1 - Esquema das amostras em
gotas individuais, organizadas por grupo,
na placa de Petri, coletadas por
colpocitologia vaginal em meio liquido para
posterior observacdo em microscépio
Optico, sem coloracdo, ou contraste de
fase, e determinacdo da fase do ciclo
estral.

5.6. Histopatologia do utero e ovarios

Transcorridos os 180 dias de avaliacdo promoveu-se a eutanasia dos animais.
Em seguida, tanto os ovarios das fémeas nao-ovariectomizadas (grupo A), quanto
os tecidos ovarianos transplantados dos locais especificados no delineamento
experimental, foram removidos em bloco junto ao tecido receptor subjacente e
imersos em solucdo de Bouin por 24 horas, identificados por grupo e animal e
remetidos para posterior processamento histologico de rotina.

Para os tecidos ovarianos, os cortes foram realizados a espessura de 5um de
forma semi-seriada, com corte montado em lamina a cada 60um. As laminas

foram alternadamente coradas com Hematoxilina-Eosina'® (HE) e Tricrémico de

2 Hematoxilina Harris-Eosina Amarelada, Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema-SP.
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Masson (TM)* conforme BEHMER et al. (1976). Os ovarios dos animais
ovariectomizados no inicio do experimento (grupo B) foram submetidos ao mesmo
procedimento histolégico descrito acima.

Os foliculos observados tanto nos ovarios inteiros quanto nos fragmentos de
tecido ovariano removidos apdés os 180 dias de transplante foram
morfologicamente classificados segundo PEDERSEN & PETERS (1968). Esta
classificacdo esta baseada no tipo e nimero de camadas de células da granulosa
que circundam o odcito. Os pré-antrais sdo subdivididos em primordiais, de
transicdo, primarios e secundarios. Os primordiais contem odcito circundado por
uma camada parcial ou completa de células pavimentosas da granulosa; o0s
intermediarios ou de transicdo, sdo formados por uma camada de células da
granulosa com células pavimentosas e cubicas; os primarios demonstram uma
camada simples de células da granulosa cubicas e os secundarios, possuem mais
de uma camada de células da granulosa cubicas sem antro visivel. Os foliculos
antrais sdo classificados em antrais iniciais, antrais e pré-ovulatorios. Em todos
eles estdo evidentes e bem diferenciadas as camadas de células da granulosa e
da teca. Os antrais iniciais possuem uma, ou mais, pequenas areas de fluido
folicular (antro); os antrais mostram uma Unica e grande cavidade antral enquanto
0s pré-ovulatorios, contem um alo ou camada de células do cumulus circundando
0 odcito.

Foliculos foram considerados atrésicos quando havia picnose nuclear nas
células da granulosa ou o odécito apresentava sinais de degeneracdo (ISRAELY et
al., 2003). Utilizaram-se também como critérios a descontinuidade da lamina basal
com fibras de tecido conectivo ao redor, condensacdo de heterocromatina,
descontinuidade focal no oolema, irregularidades no perfil nuclear, grupos de
gotas lipidicas ou pequenos vacuolos (CAMBONI et al., 2005).

Os foliculos ovarianos visualizados foram contabilizados e devidamente

classificados quando evidenciavam o nucleo do odcito. A analise morfométrica foi

B Fucsina Acida- Acido Fosfomolibdico-Azul de Metileno, Dinamica Quimica Contemporanea,
Diadema-SP.
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feita com auxilio de ocular micrométrica, e objetivas de 10x, 20x, e 40x, a
depender do tamanho do foliculo. A morfometria dos foliculos ovarianos
classificados como normais foi realizada por medi¢des do diametro do nucleo do
odcito e odcito. Além disso, foram feitas duas medi¢cdes do diametro folicular
(menor e maior obtendo-se a média), tendo como limite a camada de células da
Teca externa, e por referencial o nucleo do odcito. Para efeito de célculo
estereoldgico, os foliculos foram considerados como estruturas esféricas. As
devidas correcdes e estimativas de populacdo folicular foram calculadas com a
utilizacdo da formula de GOUGEON & CHAINY (1987):

Nt: NoXStth
Sono

Sendo: N; = numero total de foliculos calculado para cada tipo; N, = nimero de
foliculos observados no ovario; S; = total de sec¢des no ovério; ts = espessura da
seccdo (um); Sp = numero total de seccbes observadas; e do = diametro médio do
nacleo de cada tipo de foliculo. A avaliacdo da area folicular total observada nos
grupos experimentais foi realizada tomando-se por base a soma das proporgdes
existentes de cada categoria, multiplicadas pela area dos mesmos (41r?) a cada
100 foliculos contabilizados. Todos os parametros coletados para esta finalidade
foram de foliculos considerados normais.

Coletaram-se amostras da regido do corpo uterino de todos os animais, que
foram imersas também em solucdo de Bouin para posterior procedimento de
desidratacdo e diafanizacdo. A inclusdo deste material em Histosec™® foi
executada para permitir a observagcdo nas laminas histologicas de cortes
transversais dos cornos uterinos. Na sequéncia, os blocos foram cortados a
espessura de 5um e os cortes obtidos, corados com Hematoxilina-Eosina (HE). A
investigacdo histopatolégica incluiu a andlise histomorfométrica das camadas
uterinas (endométrio, miométrio e perimétrio), descricdo do grau de

desenvolvimento glandular endometrial, caracterizacdo das fases endometriais

" Histosec® pastillas (sem DMSO), Merck, Darmstadt, Germany.
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(atrofica ou afuncional, proliferativa e secretoria), obedecendo a parametros
descritos por SILVA et al. (2004), além da quantificacdo de glandulas
endometriais. Para avaliacdo histomorfométrica do Utero, um corte histologico foi
selecionado aleatoriamente e dividido em quatro quadrantes. Em cada um desses,
mensuracdes foram realizadas com auxilio de ocular micrométrica em objetiva de
10x em pontos equidistantes, totalizando quatro repeticbes para cada parametro
avaliado (altura do epitélio superficial, espessura do estroma endometrial,
espessura do miomeétrio e espessura total do Utero). A figura 2 esquematiza como
eram realizadas essas mensuracgoes.

Os tecidos ovarianos transplantados foram avaliados quanto a vascularizagéo,
luteinizacdo e sinais de rejeicdo (presenca de tecido conjuntivo, auséncia de
tecido ovariano funcional e presenca de células leucocitarias); bem como com
relacdo as caracteristicas especificas dos foliculos, mencionadas anteriormente,
como morfologia, morfometria e estimativa da populacdo. Os 6érgaos receptores,
por sua vez, foram avaliados quanto as possiveis alteracfes funcionais e

estruturais ocorridas apos o0s seis meses de transplante.
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"

Figura 2 - Esquema de corte transversal do corpo do Utero de ratas. Observar a divisédo do corte
histolégico em quadrantes para obtencdo de quatro valores (P4, P, P; e P,) para cada uma das
mensuracOes: altura do epitélio superficial (Esyp), espessuras do estroma endometrial (End),
miométrio (Mio) e total (Ero). As setas duplas (<) indicam onde comeca e termina cada camada
uterina mensurada. O detalhe ampliado da imagem demonstra como mensurar corretamente a

altura do epitélio superficial.
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5.7. Anélise quimica da carcaca

A metodologia descrita neste item foi adaptada a partir dos métodos
preconizados por SILVA & QUEIROZ (2006) para determinacdo de matéria seca
(MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB) em
alimentos.

Apés a coleta de material para avaliacdo histopatologica, todos os modelos
experimentais eutanasiados foram alocados separadamente (embalagens
plasticas duplas), identificados (grupo e animal) e congelados até que fosse
realizado o processamento.

Aleatoriamente, 4 (quatro) animais de cada grupo foram selecionados para
analise quimica da carcaca em que foram avaliados o0s seguintes parametros:
matéria seca (MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina bruta
(PB). Todas as avaliagdes foram feitas em duplicata adotando-se uma variacao
menor que 5% entre as repeticdes.

Matéria seca - devido ao alto teor de umidade das amostras foram realizados
dois procedimentos para obtencdo do valor de matéria seca: matéria pré-seca ou
parcialmente seca e matéria seca propriamente dita. A funcdo da primeira é
facilitar o acondicionamento e posterior andlise pela reducdo do volume total da
amostra, jA que esta proporciona a reducdo, apenas parcial, da umidade. E a
outra, extrai completamente a umidade da amostra, permitindo assim, a obtencao
do real valor da matéria seca da amostra (%). Para realizacdo da matéria pré-seca
ou parcialmente seca, as amostras trituradas e previamente homogeneizadas em
moinho de carne foram acondicionadas de forma individual e uniforme em
recipientes de aluminio, também previamente pesados (tara). Essas amostras
foram pesadas em balanca analitica (precisdo de quatro casas decimais) e
colocadas em estufa com circulagédo forcada de ar a 55°C durante 6 dias. Durante
este periodo, as amostras foram homogeneizadas a cada 8 horas a fim de obter
uma maior superficie exposta a secagem. Apos os seis dias, as amostras foram

retiradas da estufa, e novamente pesadas ap0s o equilibrio entre as temperaturas
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das amostras e do ambiente. Assim, os dados foram inseridos na férmula para
calculo:

%matéria seca parcial = (peso da amostra seca — tara recipiente) x 100

(peso da amostra Umida — tara recipiente)

Apés este procedimento, as amostras foram submetidas a moagem final e
homogeneizacdo em moinho de bola e, acondicionadas para congelacdo e
analises posteriores em recipientes plasticos devidamente identificados.

O passo seguinte foi a avaliacdo da matéria seca. Para esta andlise, cadinhos
de porcelana foram previamente lavados, secos (estufa 105°C) e queimados em
mufla (550°C). Antes de todos os procedimentos de pesagem, os cadinhos eram
cuidadosamente acondicionados em dessecadores para impedir que estes
tivessem contato com umidade e fossem refrigerados até o equilibrio com a
temperatura ambiente. Para pesar as amostras pré-secas, os cadinhos foram
pesados (tara), devidamente identificados, e neles se adicionou aproximadamente
2,0g de amostra. Os cadinhos contendo as amostras foram levados a estufa
105°C por 16 horas. Apos este periodo, os cadinhos foram retirados da estufa com
auxilio de pinca apropriada, colocados em dessecadores, e entdo se realizou nova
pesagem. Os dados obtidos foram inseridos na férmula abaixo para calculo da

matéria seca.

% matéria seca = (peso da amostra seca — tara recipiente) x 100

(peso da amostra pré-seca)

Matéria mineral — com intuito de otimizar as avaliagdes, os cadinhos contendo

as amostras ja submetidas a matéria seca (105°C), foram aproveitados para
analise da matéria mineral ou cinzas. Para tanto, apos a Ultima pesagem do
método anterior, os cadinhos foram queimados em mufla a 550°C durante 3 horas,

obtendo-se ao final uma cinza de coloracdo clara (Figura 3A). Novamente, 0s
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cadinhos foram inseridos no dessecador e pesados. Os dados obtidos, inseridos

na férmula que segue, resultaram na porcentagem de matéria mineral da amostra.

%matéria mineral na MS = (peso da amostra pés-mufla — tara recipiente) x 100

(peso da amostra seca)

Extrato etéreo por hidrélise acida — esta analise foi realizada pelo método de

extracdo de gordura por hidrodlise acida com recuperacdo em Aparelho de Soxhlet.
Procedeu-se pesagem de aproximadamente 2,0g de amostra pré-seca em tubo
plastico coénico com tampa de 50mL (tubo Falcon®). Nesses recipientes foram
adicionados 2,0mL de &lcool etilico P.A.™ e homogeneizado seu contetido. Segui-
se com a adicdo de 10,0mL de solucdo &cida (700mL de &cido sulfirico*®/300mL
de &gua destilada) e nova homogeneizacdo. As amostras foram levadas ao
banho-maria a 80°C, homogeneizando as amostras a cada 15 minutos.
Transcorridos 40 minutos, promoveu-se a retirada das amostras do banho-maria,
acondicionando-as a temperatura ambiente para que esfriassem. Com as
amostras frias, os tubos receberam mais 10mL de alcool etilico e foram
homogeneizados. Seguidamente, receberam 25mL da mistura de éter (50% éter
etilico*’/50% éter de petréleo’®) e foram homogeneizadas durante 1 minuto. Os
tubos foram levados a centrifuga por 8 minutos a 800 rpm, tomando-se sempre 0
cuidado de abrir levemente os tubos para que a pressdo em seu interior
escapasse antes de submeté-los a centrifuga. Transcorridos os 8 minutos, 0s
tubos eram retirados da centrifuga, e o sobrenadante da solugéo (Figura 3B) era
retirado com auxilio da pipeta de Pasteur e passado em papel de filtro. Este filtro
era colocado dentro de um funil que por sua vez estava acoplado a um baldo
volumétrico previamente pesado (tara) e identificado (Figura 3C). Este

procedimento foi repetido por 3 (trés) vezes e em seguida, os papéis de filtro

!> Alcool Etilico Absoluto P.A., Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema-SP.
16 Acido Sulfarico P.A., Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema-SP.

7 Eter Etilico P.A., Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema-SP.

'8 Eter de Petréleo P.A., Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema-SP.
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foram lavados com solucao de éter num volume de aproximadamente 10mL ou até
gue toda a gordura fosse visualmente removida do filtro. O éter contido nos baldes
foi recuperado no Aparelho de Soxhlet (Figura 3D). Posteriormente, os baldes
foram colocados em estufa com circulagdo forcada de ar, a uma temperatura de
55°C, durante 16 horas, retirados, acondicionados em dessecadores (Figura 3E) e
posteriormente pesados (Figura 3F). Os dados obtidos permitiram a obtencédo da

guantidade de gordura das amostras.

%extrato etéreo = (peso da amostra pos-estufa 55°C — tara recipiente) x 100

(peso da amostra pré-seca)

Proteina bruta — para esta avaliacéo utilizou-se um analisador de nitrogénio™.

Neste aparelho 0,1g de cada amostra pré-seca foi individualmente pesada e
embalada em papel aluminio. No programa de computador acoplado ao aparelho
registram-se 0s pesos das amostras, sua identificacdo e respectivas posi¢coes no
carrossel. Os valores obtidos de nitrogénio foram corrigidos para matéria seca e

expressos em porcentagem.

¥ LECO, Modelo FP-258, Nitrogen Analyser, Leco Corporation, St. Joseph, Michigan, EUA.
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Figura 3 — Imagens ilustrativas de algumas etapas da analise de composi¢édo corporal. (A) Cinzas
de coloracéo clara no interior de um cadinho ap6s queima da amostra em mufla; (B) Tubo plastico
conico (Falcon®) demonstrando sobrenadante da solucdo apds a centrifugacdo da amostra; (C)
BalGes volumétricos e funis contendo filtros antes da filtragdo do sobrenadante; (D) Baldes
volumétricos contendo éter e amostras filtradas durante recuperacdo no Aparelho de Soxhlet; (E)
Amostras dentro do dessecador ap6s 16 horas em estufa de circulagdo forcada; (F) Ultima
pesagem do balao volumétrico para posterior determinacdo de extrato etéreo na amostra.
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5.8. Andlise estatistica

As informagbes qualitativas relativas ao procedimento cirdrgico e analise
histopatologica dos tecidos foram expressas de forma descritiva. Os tempos de
procedimentos cirdrgicos, dados de composi¢do corporal e peso corporeo foram
analisados comparativamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey (p<0,05). A avaliacdo histomorfométrica do Utero e a duracédo do ciclo
estral foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste t de
Student (p<0,05). A proporcdo de foliculos nas diferentes categorias foi

comparada pelo qui-quadrado (p<0,05).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expectativa de vida, na maioria das linhagens de ratos varia de 2,5 a 3 anos.
Isto significa que animais com 24 meses podem corresponder a um individuo
humano de 60 anos, devido ao metabolismo acelerado dos murinos (PANTALEAO
et al., 2009). Sendo assim, o periodo de avaliacdo deste trabalho realizado em
ratas durante 180 dias, correspondeu ha aproximadamente 15 anos na vida de
uma mulher; tempo suficiente para avaliar como os transplantes atuaram sobre o

trato reprodutivo e organismo desses modelos experimentais.

6.1. Procedimentos anestésicos e cirargicos

A manipulacdo de modelos experimentais em laboratorio, ou biotério, muitas
vezes envolve procedimentos que necessitam de sedacdo ou mesmo anestesia
para que sejam executados com a devida seguranca e bem-estar dos animais
(PAIVA et al., 2005). Nos ultimos anos, um hipnotico ndo comercializado no Brasil,
o Avertin® (HART et al., 2001; HUTCHISON et al., 2008), passou a ser utilizado
em procedimentos cirargicos e de rotina também em nossos laboratérios. Seu
principio ativo, o 2,2,2-tribromoetanol (TBE), adquirido sob a forma de cristais,
pode ser diluido em alcool amil-terciario ou solucéo fisioldgica 0,9% estéril antes
da administragao.

Em camundongos, € descrito um alto grau de variabilidade no tempo de
inducéo e anestesia insuficiente com o uso do TBE em camundongos (GARDNER
et al., 1995). Na presente investigacdo, observou-se tempo médio de laténcia de
1,5+0,6minutos apdés administracdo IP do TBE, sendo este menor que os obtidos
em outros trabalhos, onde o tempo de inducédo variou de 4,42 (LIEGGI et al.,
2005a) até 5 (ZELLER et al., 1998) minutos.

Outros parametros como, por exemplo, a duracdo do plano anestésico obtido
neste estudo foi de aproximadamente 30 minutos, sendo adequado a realizacéo
dos procedimentos cirdrgicos e compativeis com a maioria dos relatos cientificos,

gue observaram duracdo de anestesia oscilando entre 25 e 35 minutos (ZELLER
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et al., 1998; LIEGGI et al.,, 2005a), podendo atingir até 55 minutos para que o
primeiro reflexo interdigital seja percebido (ZELLER et al., 1998).

A analgesia obtida com a administracdo do TBE foi considerada adequada na
totalidade dos procedimentos (54/54), permitindo a realizacdo dos mesmos com
tranquilidade e seguranca necessarios, oferecendo ainda a analgesia visceral
requerida e bom relaxamento muscular, dados estes, que corroboraram a
observacdo de outros autores (PAPAIOANNOU & FOX, 1993; ZELLER et al.,
1998). A recuperacdo anestésica ocorreu apos 32 minutos na maioria dos animais
anestesiada pelo TBE. Outros relatos fizeram referéncia a um tempo de
recuperacao que variou de 21 a 35 minutos (ZELLER et al., 1998; LIEGGI et al.,
2005a). Este tempo de recuperagdo, assim como a intensidade e duracdo da
anestesia, de acordo com observacdoes deste estudo, ocorreram devido a
guantidade de anestésicos utilizados nas doses de indugdo-manutencao
associada a eventual necessidade de sobredose no transcirurgico.

Em ratos, utiliza-se o TBE como anestésico frequentemente na dose de 240-
300mg/kg (ZELLER et al.,, 1998), via intraperitoneal (IP), porém existem
investigacbes que relataram também o uso de 400-450mg/kg (ZELLER et al.,
1998; LIEGGI et al., 2005a). Independente da dose utilizada, se tornou consenso
ao longo dos anos na comunidade cientifica, que se houvesse necessidade de
estocagem do TBE, esta deveria ser feita em garrafas de vidro coloragdo ambar,
envoltas em papel aluminio e refrigeradas a 4°C por no maximo 6 meses
(GOPALAN et al., 2005; REID & TESSAROLLO, 2009).

Em 2005 foi publicado um estudo em que se afirmou né&o existir qualquer
relacdo entre modo de preparo da solugdo, condicdo e forma de estocagem.
Segundo este trabalho, o principal fator que poderia vir a influenciar na toxicidade
do TBE estava relacionado ao grau de pureza da substancia, e que esta variava
inclusive dentro do mesmo fornecedor e numero de partida (LIEGGI et al., 2005b).
Esta informacdo em especifico poderia justificar a razdo de nao ter-se, neste
estudo, constatado qualquer limitacdo ao uso do TBE, seja esta relacionada aos

tempos de inducdo, manutencdo, duragdo ou recuperacdo anestésicas, nem
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tampouco se observou a ocorréncia de Obitos nos modelos experimentais em
decorréncia de sua utilizacdo, relatos estes que corroboraram os publicados por
PAPAIOANNOU & FOX em 1993.

Autores ainda questionavam a seguranca do TBE (TARIN & STRURDEE,
1972; ZELLER et al.,, 1998) outros porém, afirmavam que este anestésico era
seguro caso a administracdo fosse Unica e seguissem 0s critérios de preparacao,
estocagem e administracdo citados anteriormente (REID et al., 1999; WEISS &
ZIMMERMANN, 1999).

Nesta investigacdo, também ndo se pode afirmam que existam quaisquer
efeitos adversos referentes a administracdo do TBE. Inclusive na ocasido da
coleta de amostras para histopatolégico, empregou-se a devida atencdo para que
gualquer sinal de necrose da parede abdominal, focos de necrose na superficie
dos 6rgaos abdominais, peritonite e aderéncias no peritbnio, fossem percebidos,
baseando-se sempre em informagdes descritas como frequentes na literatura, e
nenhum destes sinais foram encontrados.

Ndo se pode, entretanto, afirmar a partir dos moldes experimentais
empregados, que a auséncia desses efeitos adversos, foram em decorréncia da
Unica administracdo realizada do TBE, ou estes resultados estdo em conformidade
com os obtidos por LIEGGI et al. (2005b). Estes autores descreveram a existéncia
de estudos realizados in vivo e in vitro que demonstram que alguns tipos de
cristais, particulas, e até mesmo o talco das luvas cirdrgicas poderiam estimular a
sobrevivéncia de macrofagos e assim contribuir para a inflamacéo e formacéao de
granulomas (HAMILTON et al., 2000; 2001; WINKLER et al., 2001).
Recentemente, um grupo de pesquisadores publicou um trabalho que trata sobre
a prevencao de situacbes como peritonite e aderéncia de 6rgdos abdominais.
Segundo estes autores, um dos métodos referidos na metodologia para prevenir
essas alteracbes esta relacionado ao uso de luvas livres de talco durante as
cirurgias (LALOUNTAS et al., 2010).
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Tabela 2 - Média e desvio-padrdo para duracdo dos procedimentos cirurgicos de
ovariectomia bilateral seguida ou nao dos transplantes autélogos para regido
subcapsular do rim, tecido subcutaneo, bolsa ovarica e regido de confluéncia dos
vasos femorais em ratas (FCAV, Campus de Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPO Tempo Cirargico
Grupo B (n=9) 26,55+8,76
Grupo C (n=9) 26,22+2,63
Grupo D (n=9) 26,00+2,87
Grupo E (n=9) 29,88+3,01
Grupo F (n=9) 27,11+3,33

n= numero de animais. Parametros avaliados por ANOVA, Teste de Tukey (p<0,05). Grupo B: animais submetidos a
ovariectomia bilateral; Grupos C, D, E e F: animais submetidos a ovariectomia bilateral seguida de transplante para regiéo
subcapsular do rim, tecido subcuténeo, bolsa ovarica e vasos femorais, respectivamente.

Quanto aos procedimentos cirdrgicos, ndo houve diferencas para o tempo
médio (+desvio-padrdo) das intervencdes cirdrgicas (ovariectomia bilateral,
processamento do coértex ovariano, transplante autélogo, diérese e sutura dos
planos cirirgicos) para realizacao dos transplantes na regido subcapsular do rim,
tecido subcutaneo, bolsa ovérica e regido de confluéncia dos vasos femorais. Os
dados deste parametro constam da tabela 2.

S&o poucos os trabalhos que fazem referéncia ao tempo cirdrgico para
procedimentos de transplantes. LIU et al. (2002) relataram que o transplante para
a regido da capsula renal de camundongas foi realizado em aproximadamente 30
minutos; tempo este maior que o observado nesta investigacdo para 0 mesmo
procedimento.

Trabalhos anteriores realizados pela mesma equipe (MACEDO, 2007a)
resultaram num tempo médio transcirargico de 24 minutos para insercdo de um
fragmento ovariano sob a regido subcapsular do rim, sendo um minimo de 11 e o
maximo de 42 minutos, demonstrando que a curva de aprendizado foi
estabelecida ao longo do experimento. Os resultados atuais para insercao de trés
fragmentos ovarianos em quatro sitios receptores diferentes, com tempos que

variaram de 26 a 29 minutos, indicam que a curva de aprendizado para estes
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procedimentos foi rigorosamente seguida em experimentos de treinamento
prévios.

A importancia da curva de aprendizado para redugcdo do tempo cirirgico,
diminuicdo da perda sanguinea do paciente, menor dor pdés-operatéria, risco
diminuido para complica¢des trans e pos-cirargicas, além do aperfeicoamento em
modelos experimentais antes da implementacdo de técnicas semelhantes em
humanos, ja foi reforcada anteriormente por outros pesquisadores (RACHO EL-
AKOURI et al., 2002; WRANNING et al., 2008; 2010).

N&o houve registro de quaisquer complicagbes ou limitagbes trans e pos-
cirirgicas que impedissem a realizagdo dos procedimentos. O instrumental
cirargico escolhido foi considerado adequado e ofereceu maior precisdo aos
movimentos e manobras cirlrgicas, caracteristicas necessarias a execucao das
técnicas sem injdrias ou lesées aos 6rgdos manipulados.

Todos os procedimentos realizados nesta investigacdo foram considerados
exequiveis dentro das condi¢cdes experimentais preconizadas; sendo as técnicas
dos transplantes ortotdpico para a bolsa ovéarica e heterotopico para o tecido
subcutaneo, aquelas que exigiram maior e menor precisdo e habilidade para
correta execucao, respectivamente.

Dois animais morreram de causa nao relacionada ao procedimento cirdrgico
durante os 180 dias de experimento, sendo um deles pertencente ao grupo A e o
outro ao grupo C. Portanto, o nUmero de animais desses grupos passou a ser 8

(oito) nas avaliagOes realizadas ap0s essas mortes.
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6.2. Acompanhamento do ciclo estral

O padréo determinado anteriormente por outros autores (LONG & EVANS,
1922; MANDL, 1951; COOPER et al., 1993; MARCONDES et al., 2002) permitiu
uma avaliacdo acurada das fases do ciclo estral tanto dos animais utilizados para
controle quanto daqueles transplantados. As fases do ciclo estral e suas

respectivas caracteristicas estdo demonstradas na figura 4.

Figura 4 - Fotomicrografia das fases do ciclo estral observadas apos coleta por colpocitologia
vaginal em meio liquido de ratas submetidas ao transplante autélogo ovariano. A. Proestro com
inUmeras células epiteliais arredondadas e nucleadas (basais e parabasais); animal do grupo
transplantado para regido de confluéncia dos vasos femorais; B. Estro com presenca de células
gueratinizadas em maior propor¢ao; animal do grupo transplantado para tecido subcutaneo; C.
Metaestro demonstrado pela reducéo significativa na quantidade de células queratinizadas, inicio
da infiltrag&o leucocitaria e surgimento de algumas células epiteliais; animal do grupo transplantado
para regido subcapsular do rim; D. Diestro com pequena propor¢cdo de células epiteliais e
queratinizadas e maior quantidade de células leucocitarias; animal do grupo transplantado para
bolsa ovarica. Microscopia Optica, sem contraste de fase, sem coloracao. Barra: 100um.
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O volume de solucéo salina (200puL) utilizado para colpocitologia neste estudo,
também seguiu a recomendacao (0,2-0,25mL) de outros autores (GOLDMAN et
al., 2007) e foi considerado adequado, permitindo a coleta de material suficiente
para analise, sem a inconveniente necessidade de diluicdo e eventual presenca de
dois focos de células devido a concentracdo da amostra coletada, relatado por
MARCONDES et al. (2002), que utilizaram volume menor de solucéo salina (10-
20uL) para executar o mesmo procedimento.

Os animais passaram a permitir o procedimento de coleta com maior
tranquilidade apoOs terceiro dia ou sexta coleta. MARCONDES et al. (2002)
referiram periodo menor de adaptacdo, com facilidade de manipulacdo para
execucdo da colpocitologia ap6s o primeiro ou segundo dia de coleta, com

intervalo de 24 horas entre elas.

Tabela 3 - Média e desvio-padrao para duracao das fases do ciclo estral em horas
de ratas ndo-transplantadas e transplantadas (FCAV, Campus de Jaboticabal -
UNESP/2011).

FASE DO CICLO Duracdo das fases do ciclo estral (h)

N&o-transplantadas Transplantadas
Proestro 39,42+15,80° 40,96+21,72°
Estro 22,69+7,33° 48,33+24,93"
Metaestro 3,21+5,83% 4,50+3,29°
Diestro 34,28+16,08% 19,28+15,88"

a, b, c, d: letras diferentes na mesma linha indicam valores diferentes, ANOVA, Teste t de Student (p<0,05).

A observacéo do ciclo estral, realizada como controle experimental, antes dos
procedimentos cirargicos de ovariectomia bilateral e transplante autélogo resultou
numa duracao total de 4 (quatro) dias, sendo o proestro e diestro as fases mais
longas com 39 e 34 horas respectivamente, seguidas do estro, com 22 horas de
duracdo e metaestro, que foi a fase mais curta tendo pouco mais de 3 (trés) horas.
Estes tempos sdo, em parte, compativeis com dados descritos por LONG &

EVANS (1922) em seu estudo pioneiro, a excecao do proestro, que segundo este
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autores dura em média 24 horas, e do diestro, que deveria ter a duracédo de 48
horas.

ApGs os procedimentos de transplante, a duracdo do ciclo estral passou a ser
de aproximadamente 5 (cinco) dias completos, para todos 0s animais
transplantados, sendo desta vez, o estro a fase mais longa com 48 horas, em
seguida o proestro com duracdo de 40 horas, diestro reduzido para 19 horas e
metaestro com 4 horas. DAMOUS et al. (2009) também observaram
predominancia do estro em relacdo as demais fases do ciclo estral quando
transplantaram o ovario integro no retroperitdnio proximo a artéria iliaca comum.

Num ciclo regular de 5 dias completos, LONG & EVANS (1922) descreveram
gue um estro de até 48 horas € normal, porém esperava-se para este tipo de ciclo,
que o diestro perdurasse por 3 dias e o proestro 24 horas. O estro e diestro
sofreram as maiores modificagcbes quanto ao fator tempo, com aumento e
reducdo, respectivamente, em suas duracbes quando comparado ao ciclo do
animal ndo-transplantado. O proestro e metaestro ndo sofreram alteracbes quando
comparados aos dados obtidos antes dos transplantes.

Ao tomar como base apenas os resultados do presente estudo, pode-se
afirmar que as alteracdes se restringiram ao prolongamento do estro e reducéo do
diestro, ja que para as demais fases, ndo houve alteracdo quando se comparam
os dados obtidos antes e apds os procedimentos de transplante. Porém, se a
comparacdao for entre a duracéo das fases do ciclo estral obtida neste estudo com
aguela observada em outros trabalhos (LONG & EVANS, 1922; COOPER et al.,
1993) se percebeu que existem diferencas mesmo antes da execucdo dos
transplantes. Estas podem ser atribuidas a metodologia diferente, com ciclo de luz
maior que o adotado neste experimento, além dos fatores relacionados ao clima
distinto, que poderia favorecer maior fotoperiodo e a prevaléncia de fases mais
longas, como o proestro.

O diestro mais curto e 0 estro mais longo podem ser justificados quando se
observam cuidadosamente os dados referentes a populacao folicular que constam

na tabela 9. Nos grupos transplantados, houve uma proporcao de foliculos antrais
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maior que a observada nos ovarios utilizados como controle. E possivel inferir, que
essa maior proporcao de foliculos antrais, promoveu maior atividade estrogénica e
por consequéncia maior duracdo de fases caracteristicamente estrogénicas como
0 proestro e estro, em detrimento das demais. Os dados referentes a duracéo do
ciclo estral constam da tabela 3.

O retorno do ciclo estral ocorreu em todos os animais (17/17) dos grupos que
receberam o transplante na regido subcapsular do rim e tecido subcutaneo, em
88,88% (8/9) dos animais transplantados na bolsa ovarica e em 55,55% (5/9)
daqueles com transplante na regido de confluéncia dos vasos femorais.

A partir de exames colpocitoldgicos, outros autores fizeram referéncia sobre o
percentual de animais que retornaram ao estro apés procedimentos de transplante
ovariano. LIU et al. (2002) relataram que todos os animais submetidos ao
transplante na capsula renal apresentaram sinais de atividade estrogénica,
resultados que corroboram os obtidos nesta investigacdo. CORLETA et al. (1998)
afirmaram que 87,5% dos animais submetidos ao transplante no tecido
subcutaneo retornaram ao estro, sendo este indice inferior ao obtido neste estudo.

Com resultados semelhantes aos obtidos neste estudo, AUBARD et al. (1998),
referiram que 100% dos animais submetidos ao transplante ortotopico retornaram
ao estro. DAMOUS et al. (2009) também descreveram uma taxa de 100% de
retorno ao estro para ratas submetidas ao transplante ovariano no retroperitonio,
proximo a artéria iliaca comum. O referido trabalho foi utilizado para comparacgéo
de resultados porque efetuou o transplante ovariano em ratas sem anastomose
vascular, numa regido préxima a um grande vaso, sendo este tratamento,
semelhante ao realizado neste trabalho que, em um dos grupos, transplantou o
tecido ovariano na regido de confluéncia dos vasos femorais (grupo F).

Dos resultados obtidos nesta tese, a taxa de retorno ao estro dos animais do
grupo F foi o mais discrepante quando os comparados aos descritos na literatura
para transplantes ovarianos em roedores. Porém, algumas questbes como 0
precondicionamento isquémico (PCI) utilizado por DAMOUS et al. (2009) devem

ser considerados, pois influenciaram direta e positivamente no retorno ao ciclo
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estral dos animais transplantados se comparados aos que ndo foram submetidos
ao PCI.

O precondicionamento isquémico consiste basicamente numa manobra
cirdrgica em que sao empregados ciclos curtos de isquemia sucedidos por
reperfusdo (YELLON et al., 1998; ATTKISS et al., 1999; WEBSTER, 2005). Esta
técnica comprovadamente protege tecidos submetidos a periodos longos de

isquemia (FACUNDO, 2007), como 0s que ocorrem nos transplantes.

Tabela 4 - Média e desvio-padrao do retorno ao estro em dias de ratas submetidas
aos transplantes autélogos ovarianos para regido subcapsular do rim, tecido
subcutaneo, bolsa ovérica e regido de confluéncia dos vasos femorais (FCAV,
Campus de Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPO Retorno ao estro (dias)
Grupo C (n=8) 18,87+1,72
Grupo D (n=9) 17,88+3,14
Grupo E (n=8) 18,12+2,16
Grupo F (n=5) 19,80+6,72

n= ndmero de animais transplantados que manifestaram retorno ao estro. Parametros avaliados por ANOVA, Teste t de
Student (p<0,05). Grupos C, D, E e F: animais submetidos a ovariectomia bilateral seguida de transplante para regido
subcapsular do rim, tecido subcutaneo, bolsa ovérica e vasos femorais, respectivamente.

O primeiro estro ocorreu em média 17-19 dias depois dos procedimentos de
transplante conforme dados da tabela 4. Nado houve diferenca entre os grupos
transplantados quanto a este parametro. Os relatos que constam da literatura ndo
corroboram estes resultados, pois 0 tempo para 0s primeiros sinais de retorno ao
ciclo estral foi sempre menor.

LIU et al. (2002), relataram periodo de 11 dias para retorno ao ciclo estral
guando o transplante foi realizado para a cépsula renal. Em outra investigacao,
autores referiram retorno ao ciclo estral 15 dias depois do transplante ovariano
ortotépico em camundongas (GUNASENA et al, 1997b). Porém, estes
pesquisadores realizaram ambos 0s procedimentos em camundongas submetidas
a um regime de claro e escuro com 14:10 horas, maior que o empregado neste

estudo, o que pode ter induzido um fotoperiodo maior e consequente aumento da
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atividade estrogénica. Além desses fatores, se pode atribuir este retorno mais
rapido da funcdo ovariana em decorréncia do metabolismo da camundonga que €
mais acelerado que o da rata.

CALLEJO et al. (1999) verificaram que houve retorno ao ciclo estral em ratas,
10 dias ap06s os procedimentos de transplante no tecido subcutaneo proximo ao
plexo vascular inguinal. Estes dados diferiram dos deste estudo e, esta distingédo
pode ser justificada por um dos achados da avaliacdo histopatoldgica. Observou-
se gue nas imediacfes do fio cirargico, utilizado para fixar os tecidos na regido de
confluéncia dos vasos femorais, havia uma quantidade significativa de tecido
conjuntivo frouxo onde deveria existir apenas tecido ovariano.

O fato de ter sido utilizado o monofilamento de nylon ultrapassando o
fragmento de tecido ovariano pode ter provocado uma lesado seguida de resposta
tecidual, diminuindo a quantidade de tecido ovariano disponivel para producdo
hormonal e consequentemente, reduzindo a manifestacdo de retorno ao estro na
avaliacdo colpocitolégica. Esta hipétese ganha respaldo quando observamos que
CALLEJO et al. (1999) utilizaram poliglactina (Vicryl®), ao invés do monofilamento
de nylon, para fixar perifericamente os fragmentos de tecido ovariano nha mesma
regido, reduzindo as chances de reacdo tecidual no local de fixacdo e

consequentemente, fornecendo melhores condi¢cdes para a sobrevivéncia folicular.
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6.3. Peso corpdOreo e analise quimica da carcaca

Tabela 5 - Média e desvio-padrdo do peso corporeo em gramas de ratas antes e
180 dias depois do inicio do experimento (FCAV, Campus de Jaboticabal -
UNESP/2011).

GRUPO Inicio do Experimento  Final do Experimento
Grupo A 285,11 + 23,682" 336,00 + 35,952"
Grupo B 282,44 + 17,962" 402,22 + 45,47"®
Grupo C 264,78 + 28,243" 334,44 + 56,57
Grupo D 276,22 + 29,032" 327,67 + 37,492"
Grupo E 272,22 + 23,752" 328,67 + 35,78%"°
Grupo F 280,11 + 24,602" 386,33 + 57,88"°

a, b: letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes, A, B: letras mailsculas diferentes na mesma
linha indicam valores diferentes, ANOVA, Teste de Tukey (p<0,05). Grupo A: animais ndo-ovariectomizados; Grupo B:
animais submetidos a ovariectomia bilateral; Grupos C, D, E e F: animais submetidos a ovariectomia bilateral seguida de
transplante para regido subcapsular do rim, tecido subcuténeo, bolsa ovarica e vasos femorais, respectivamente.

O peso corpéreo dos animais, registrado antes da realizacdo dos
procedimentos cirargicos, ndo apresentou diferencas quanto ao grupo. Isto
demonstrou a padronizacdo dos modelos experimentais e colocou-0os em condicéo
de igualdade para instituicdo dos tratamentos preconizados no delineamento
experimental deste trabalho. Entretanto, quando estes valores sdo comparados
aqueles registrados apds os 180 dias de tratamento, percebeu-se que ocorreram
algumas modificacdes referentes aos animais do grupo em que se realizou apenas
ovariectomia bilateral e aqueles em que, além da ovariectomia bilateral, foram
realizados os transplantes para a regido subcapsular do rim, bolsa ovarica e
regido de confluéncia dos vasos femorais (tabela 5).

Quando sao analisados apenas os resultados obtidos apds os 180 dias de
experimento, foi possivel notar que o grupo F teve comportamento semelhante ao
do grupo B (tabela 5). Estes dados permitem inferir que foi possivel reproduzir
experimentalmente, com a ovariectomia bilateral, um modelo de insuficiéncia
estrogénica, mimetizando as alteragbes que ocorrem em mulheres por ocasido da
Faléncia Ovariana Prematura (FOP). Nestas situacfes a interrupcao da sintese de

estrogenos promove um conjunto de distlrbios orgéanicos, dentre eles, 0 aumento
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do peso corporeo. Segundo alguns autores, este ganho de peso pode estar
relacionado a mudancas na homeostase energética e metabolismo (SIMPSON et
al., 2005; ZOTH et al., 2010).

O comportamento do grupo B, quanto a insuficiéncia estrogénica foi
perfeitamente compreensivel, ja que estes animais foram submetidos a
ovariectomia bilateral; porém, para que seja possivel entender o resultado
estatisticamente semelhante do grupo F, faz-se necessario um esclarecimento.

Todos os modelos experimentais foram submetidos ao procedimento de
pesagem semanal. Entretanto, ao realizar o acompanhamento do ciclo estral,
percebeu-se que no grupo F, apenas 55,5% (5/9) dos animais demonstraram
sinais colpocitolégicos de retorno ao estro, sendo possivel inferir que quase
metade deles ndo respondeu satisfatoriamente ao transplante por fatores ja
mencionados no subitem anterior (ciclo estral). Sendo assim, a média deste grupo
para peso corporeo foi maior que a observada nos demais grupos transplantados
e semelhante a do grupo ovariectomizado bilateralmente. Esta hipotese ganha
forca quando observamos que o0s grupos submetidos ao transplante na capsula
renal, tecido subcutaneo e bolsa ovarica, apresentaram peso corporeo semelhante
ao do grupo nao-ovariectomizado.

Resultados semelhantes foram observados por CALLEJO et al. (1999). Estes
pesquisadores descreveram aumento do peso corpéreo em ratas submetidas ao
transplante no tecido subcutaneo proximo ao plexo vascular inguinal e avaliadas
também apods seis meses. Coincidentemente, esta regido é anatomicamente

préxima aquela preconizada no grupo F deste trabalho.
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Tabela 6 - Média e desvio-padrdo dos percentuais (%) de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e proteina (PB) expressos na matéria
natural de ratas nao-ovariectomizadas, ovariectomizadas e transplantadas apos
analise quimica da carcaca (FCAV, Campus de Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPO MS MM EE PB
Grupo A (n=4) 42,83+2,26%  6,91+0,462 40,97+2,35% 37,26+2,772
Grupo B (n=4) 54,35+11,83" 5,09+0,80° 50,22+2,21° 27,16+2,61°
Grupo C (n=4) 41,30+2,80% 8,47+1,41° 39,24+1,62% 42,22+4,862
Grupo D (n=4) 40,63+1,022  8,74+1,26° 41,00+2,04% 42,07+2,30%
Grupo E (n=4) 41,29+1,68%  8,63+1,19° 41,28+3,14%  41,29+3,592
Grupo F (n=4) 50,34+2,28"  6,06+0,472 51,84+3,26° 30,43+4,10°

n= ndmero de animais avaliados em cada grupo. a, b, c, d: letras diferentes na mesma coluna indicam valores
significativamente diferentes, ANOVA, Teste de Tukey (p<0,05). Grupo A: animais ndo-ovariectomizados; Grupo B: animais
submetidos a ovariectomia bilateral; Grupos C, D, E e F: animais submetidos a ovariectomia bilateral seguida de transplante
para regido subcapsular do rim, tecido subcutaneo, bolsa ovarica e vasos femorais, respectivamente.

Os resultados que surgiram ap6s analise quimica da carcacga deixaram claro
que para 0s parametros matéria seca, extrato etéreo e proteina bruta o
comportamento entre os grupos foi semelhante. Os animais dos grupos
ovariectomizados e ovariectomizados que receberam transplante na regido de
confluéncia dos vasos femorais ndo apresentaram diferenca estatistica. O mesmo
pode ser observado quando comparamos 0s animais ndo-ovariectomizados com
agueles ovariectomizados que receberam transplantes na regido subcapsular do
rim, tecido subcutdneo e bolsa ovarica (tabela 5). Isso demonstrou que o
comportamento hormonal entre esses grupos foi semelhante.

Tratando especificamente do grupo F, devem ser acrescentadas outras
informacgbes. A andlise da composi¢do corporal, descrita na metodologia deste
trabalho, foi realizada em quatro animais selecionados aleatoriamente em cada
grupo.

Ao observar conjuntamente os resultados, ao término de todas as analises,
percebeu-se que trés dos quatro animais deste grupo, ou seja, 75% da amostra
eram compostas por exemplares em que o transplante autélogo ndo se comportou

dentro do esperado. E, portanto compreensivel, que este grupo tenha o mesmo
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resultado quando comparado aos animais ovariectomizados, permitindo inferir que
a producao hormonal e os percentuais de MS, EE e PB, sejam semelhantes.

Seguindo a mesma linha de pensamento, fica simples compreender, resultados
semelhantes entre as amostras dos grupos nao-ovariectomizado, transplantados
para capsula renal, subcutédneo e bolsa ovérica, para estes mesmos parametros.
Os teores de matéria seca dos grupos B e F foram maiores que o observado nos
demais grupos. A matéria seca desses grupos foi maior quando comparado ao
resultado das outras amostras. O que provavelmente acentuou essa elevacao foi o
extrato etéreo. O EE maior nos grupos em que a producdo estrogénica nao foi
satisfatéria estd bem fundamentado na literatura.

A deficiéncia de estrdgeno no organismo tem papel fundamental no controle da
homeostase energética de fémeas (SIMPSON et al., 2005; ZOTH et al., 2010).
Neste contexto estdo envolvidas mudancas na distribuicdo da gordura corpoérea,
mobilizacdo de acidos graxos e maior capacidade de absorcdo da glicose por
diferentes tecidos (TOTH et al., 2000; JONES et al., 2007; ZOTH et al., 2010).

O aumento drastico no peso corporeo e adiposidade, com perda de massa
muscular, também foi observada em linhagens de camundongos geneticamente
modificados para deficiéncia na sintese de aromatase (aromatase knockout -
ArkKO), enzima expressa nos roedores e humanos, em varios tecidos periféricos.
Ela € membro da familia P450, produto do gene CYP19, e atua na aromatizacéo
de androgenos em estrégenos. Além de ovarios, testiculos e placenta, a
aromatase € expressa nas células mesenquimais do tecido adiposo, osteoblastos
e condrdcitos do tecido ésseo, musculo liso vascular e endotelial, bem como, em
inimeros locais do cérebro (SIMPSON et al., 2005).

E possivel inferir que essas informacées reforcam a hipotese de que os
resultados obtidos neste estudo podem ser justificados pela auséncia de
estrogeno circulante no organismo de animais ovariectomizados e que receberam
transplante sem sucesso na regido dos vasos femorais, desencadeando toda a

série de alteracdes comprovadas a partir dos dados de composicéo corporal.
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Observando os resultados de anélise quimica da carcaca, principalmente MS,
EE e PB, dos animais nao-ovariectomizados e daqueles em que, além da
ovariectomia bilateral, foram realizados os transplantes para regido subcapsular
do rim, tecido subcutaneo e bolsa ovérica, foi possivel constatar que a producao
hormonal foi satisfatoria, pois ndo houve diferenca para estes parametros. Sendo
assim, conseguiu-se comprovar que o transplante autélogo ovariano pode atuar de
forma semelhante a reposi¢céo estrogénica exdégena em fémeas ovariectomizadas,
tomando por base as informagdes de outros autores que conseguiram reverter os
efeitos deletérios da insuficiéncia estrogénica, seja provocada por ovariectomia ou
acao de substancias toxicas ao tecido ovariano, e recuperar fungdes organicas
especificas (BAILEY & AHMED-SOROUR, 1980; PELLIGRINO et al., 1998;
GARCIA-SEGURA et al., 2001; OGE et al., 2003; ALONSO et al., 2010).

Pode-se ir além nessa questdo, ao sugerir o transplante ovariano autélogo
como forma de reposicdo hormonal, observando que alguns pesquisadores
referiram efeitos indesejados e até adversos da reposicado estrogénica oral como o
aumento na incidéncia do cancer de mama e orgaos reprodutivos (CHEN, 2008;
HAO et al., 2010) ou sugeriram a utilizagdo destes hormonios por outra via de
administracdo, que ndo seja oral, para evitar mudancas indesejaveis na
composicdo corporal em usuarias de estrogénio na pdos-menopausa em
decorréncia do efeito de primeira passagem do estrogénio sobre o metabolismo e
funcdes enddcrinas do figado (O’SULLIVAN et al., 1998).

Quando se analisa a matéria mineral existem algumas diferencas particulares
entre os grupos. Os animais nao-ovariectomizados tiveram teor de matéria mineral
semelhante ao do grupo que recebeu o transplante na regido de confluéncia dos
vasos femorais; 0s que receberam transplante na regido subcapsular do rim,
tecido subcutaneo e bolsa ovarica demonstraram 0 mesmo comportamento e o
maior percentual quando comparados aos demais; e por fim, o grupo de animais
ovariectomizados, que demonstraram o0 menor percentual de matéria mineral,

diferindo de todos os outros grupos (tabela 6).
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Nos grupos em gue o transplante respondeu de forma satisfatéria (Grupos C, D
e E) foram obtidos os maiores percentuais de matéria mineral de todo o
experimento. Sabe-se que os estrogenos podem atuar sobre o metabolismo ésseo
por mecanismos indiretos, aumentando a disponibilidade do calcio para este
tecido (SCHMIDT et al., 2006). Entretanto, esta ideia, estabelecida ao longo de
décadas, de que a deficiéncia estrogénica seria a razdo da osteoporose na pos-
menopausa foi desafiada pela proposta (SUN et al., 2006) de que os niveis
elevados de FSH, que também ocorrem neste periodo, seriam a verdadeira causa
desta condicdo. Porém, num dos estudos mais recentes sobre este assunto,
concluiu-se que a deficiéncia de estrogeno é o fator dominante que desencadeia a
perda de tecido 6sseo em ratas ovariectomizadas (ROUACH et al., 2011).

Sendo assim, € possivel continuar atribuindo os resultados dos grupos
transplantados ao maior percentual de foliculos ovarianos em crescimento destes
animais quando comparados ao seu proprio controle e aos animais nao
ovariectomizados mantidos ao longo do experimento (dados disponiveis na tabela
9). Esses foliculos em maior propor¢do foram, provavelmente, os responsaveis
pelo aumento na sintese de estrégeno e maior disponibilidade do calcio para o
tecido 6sseo, promovendo como resposta organica, maior massa 0ssea,
representada pelo teor de matéria mineral mensurado neste trabalho.

As mesmas informacdes servem para justificar porque o grupo de animais
transplantados na regido de confluéncia dos vasos femorais apresentou taxa
menor de matéria mineral quando comparado aos demais grupos transplantados,
pois estes, apesar do percentual alto de foliculos antrais, tiveram a menor
populagdo ovariana estimada dentre os transplantados.

Cadelas adultas submetidas a ovariectomia ou OSH apresentaram maior
niimero de espacos de reabsorcdo 6ssea por mm? quando comparadas a cadelas
intactas (SCHMIDT et al.,, 2006). Esta informacdo corroborou os dados
apresentados por ROUACH et al. (2011) em ratas ovariectomizadas e reforcaram
os resultados obtidos neste estudo, pois 0 menor percentual de matéria mineral foi

observado justamente no grupo de animais ovariectomizados.
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6.4. Avaliacdo histomorfométrica do Utero

De acordo com PANTALEAO et al. (2009), o endométrio de ratas e mulheres
exibe alteracBes proliferativas semelhantes e comparaveis quando submetidas a
terapia hormonal, validando o modelo murino para estudos relacionados aos
eventos da pos-menopausa. A utilizacdo dos modelos animais com fisiologia
compativel a de humanos permite ainda uma avaliacdo do efeito que os horménios
tém sobre o endométrio, excluindo-se situacdes variaveis como estudo em casos
clinicos, idade, tempo de menopausa e de terapia hormonal (ANDRADE et al.,
2000; MORAES et al., 2006).

Tabela 7 - Média e desvio-padrao para espessura (um) do epitélio superficial
(ESup), estroma endometrial (End), miométrio (Mio) e espessura total do Utero
(ETot) de ratas nao-ovariectomizadas, ovariectomizadas e transplantadas (FCAV,
Campus de Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPO ESup End Mio ETot
Grupo A (n=8) 10,57+6,44% 54,57+54,72°  79,00+27,89" 221,14+68,91°
Grupo B (n=9) 3,00+1,46° 26,71+20,48"  36,50+14,29" 118,82+24,33°
Grupo C (n=8) 16,60+7,68° 61,28+48,48" 112,61+35,46° 260,50+58,32°
Grupo D (n=9) 13,96+7,21° 63,20+46,37% 97,82+28,92*° 248,32+53,12%°
Grupo E (n=9) 8,17+5,25  68,80+50,53*  86,57+31,04% 214,93+53,60°
Grupo F (n=9) 3,10+2,67° 51,65+43,16° 73,42+38,33" 185,29+70,88"

n= numero de animais avaliados. a, b, c, d: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes, ANOVA, Teste t
de Student (p<0,05). Grupo A: animais nado-ovariectomizados; Grupo B: animais submetidos a ovariectomia bilateral;
Grupos C, D, E e F: animais submetidos a ovariectomia bilateral seguida de transplante para regido subcapsular do rim,
tecido subcutaneo, bolsa ovérica e vasos femorais, respectivamente.

A avaliacdo histomorfométrica do utero revelou comportamentos distintos entre
0S grupos para cada um dos critérios avaliados: espessura do epitélio superficial,
endométrio, miométrio e diametro total (somatéria dos anteriores e da espessura do
perimétrio). Os dados estdo disponiveis na tabela 7.

A avaliagcdo da espessura do epitélio superficial demonstrou valores dentro dos

parametros normais nos animais nado-ovariectomizados, bem como, naqueles

transplantados na bolsa ovéarica, de acordo com PANTALEAO et al. (2009),
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enquanto os submetidos ao transplante para capsula renal e tecido subcutaneo,
obedeceram aos padrdes controle de MORAES et al. (2006).

A comparagcdo com outros autores foi necessaria para perceber-se o0 quanto
este padrdo considerado como normal pode ser diferente dentro de diferentes
grupos controle. Pequenas variacdes sdo aceitdveis quando se leva em
consideracdo que no momento das andlises tinham-se amostras oriundas de
animais que poderiam estar em fases distintas do ciclo estral, assim como ocorre
nos trabalhos tomados por referéncia e citados acima.

Os resultados dos animais ovariectomizados e daqueles transplantados para
regido dos vasos femorais foram semelhantes. O resultado descrito a pouco ja era
esperado, pois 66,66% dos animais deste Ultimo grupo demonstravam sinais de
atrofia uterina, situacdo compreensivel inicialmente apenas para 0s animais
ovariectomizados. Porém, esta questdo da atrofia uterina serd descrita e
devidamente discutida mais adiante.

A espessura do endométrio nos animais transplantados foi semelhante a dos
animais controle ndo ovariectomizados, e aquela observada no grupo
ovariectomizado, foi a menor espessura mensurada para este parametro no
experimento, confirmando a atrofia uterina. Esses dados sugerem a manutencédo da
responsividade uterina decorrente da regularidade na producdo hormonal oriunda
do tecido ovariano transplantado nesses animais, sendo esta comparavel a de
fémeas que possuiam ovarios integros.

As maiores valores obtidos na avaliacdo histomorfométrica foram do miométrio.
Os grupos transplantados tiveram resultados semelhantes ao registrado nos
animais ndo ovariectomizados utilizados como controle positivo de producéo
hormonal. A excecédo ficou a cargo do grupo transplantado para a capsula renal,
onde foram observados os maiores valores. Ja o resultado observado no grupo de
animais ovariectomizados, foi o menor e diferiu de todos os outros, reforcando a

teoria da atrofia uterina demonstrada neste grupo.
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Os resultados relativos a espessura total do Utero apresentaram 0 mesmo
comportamento descrito a pouco para 0 miométrio e podem ser justificados por
razdes idénticas.

Analisando estes e outros resultados descritos adiante, foi possivel perceber
gue a avaliacdo histomorfométrica do utero forneceu um ndmero muito maior de
informacdes acerca de qualquer tratamento experimental que possa ter influenciado
0s Orgaos reprodutivos; sendo este tipo de andlise mais completa que outras onde
foi mensurado apenas o peso uterino (CORLETA et al., 1998).

O utero demonstrou caracteristicas de atrofia em todos os animais (9/9) do
grupo submetido a ovariectomia bilateral, 25% (2/8) dos animais submetidos ao
transplante na regido subcapsular do rim, 44,44% (4/9) dos que receberam o
transplante no tecido subcutdneo e bolsa ovarica, e 66,66% (6/9) dos
transplantados na regidao de confluéncia dos vasos femorais. Em alguns desses
animais, além da atrofia, observaram-se alguns sinais caracteristicos de
endometrite e hiperplasia cistica como: dilatacdo de glandulas endometriais,
infiltrado celular neutrofilico no estroma endometrial e presenca de abundante
secre¢cdo mucosa no lume uterino.

Segundo relatos de MENDONCA et al. (2004; 2006) e GALABOVA et al.
(2003), a exposicdo a progesterona, principalmente por periodo de tempo
prolongado, poderia promover proliferacdo endometrial e aumento da secrecéo
glandular. O incremento desta secrecdo endometrial forneceria meio de cultura
ideal para crescimento microbiano, predispondo o Utero a infec¢des ascendentes a
partir da mucosa vaginal. Essas informacdes sugeriram que 0s animais deste
experimento desenvolveram atrofia em decorréncia da interrupgéo abrupta (animais
ovariectomizados bilateralmente) ou progressiva (animais ovariectomizados e
transplantados) da secrecdo estrogénica. Essa condicdo promoveu supressao do
efeito trofico e de renovacédo epitelial que o estrogeno promove em varios tecidos,
dentre eles o Utero, ocasionando todas as anormalidades observadas; inclusive,
existem pesquisadores (CAMARGO et al.,, 2009; CHUFFA et al.,, 2011) que

discorreram sobre este assunto. Eles afirmaram que apds administracdo de
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substancias inibidoras de estrogeno em ratas, como decanoato de nandrolona, séo
observadas as mesmas alteragbes uterinas encontradas nesta tese.

Quanto ao grau de desenvolvimento das glandulas endometriais observou-se
que 48,15% (13/27) dos animais avaliados apresentavam grau 1, grau 2 em 7,4%
(2/27) dos casos, grau 3 em 33,33% (9/27) e grau 4 nos 11,11% (3/27) restantes. O
endométrio encontrava-se em fase proliferativa, indicativa de atividade estrogénica,
para 55,55% (15/27) e secretéria, com influéncias hormonais caracteristicas da
progesterona, nos 44,44% (12/27) restantes (figura 5). Essa avaliagcdo somente foi

possivel nas amostras que ndo demonstravam atrofia uterina (27/52).

Tabela 8 - Média e desvio-padrdo do nimero de glandulas endometriais de ratas
nao-ovariectomizadas, ovariectomizadas e transplantadas (FCAV, Campus de
Jaboticabal - UNESP/2011).

GRUPO Numero de Glandulas Endometriais
Grupo A (n=8) 7,22+7,03
Grupo B (n=9) 5,66+2,95
Grupo C (n=8) 7,22+2,68
Grupo D (n=9) 6,88+3,95
Grupo E (n=9) 10,0045,33
Grupo F (n=9) 9,22+5,47

n= ndmero de animais avaliados. Parametros avaliados por ANOVA, Teste t de Student (p<0,05). Grupo A: animais néo-
ovariectomizados; Grupo B: animais submetidos a ovariectomia bilateral; Grupos C, D, E e F: animais submetidos a
ovariectomia bilateral seguida de transplante para regido subcapsular do rim, tecido subcutaneo, bolsa ovarica e vasos
femorais, respectivamente.

O numero de glandulas endometriais ndo demonstrou diferenga entre grupos
(tabela 8), sendo este resultado semelhante ao observado por outros autores nas
mesmas condi¢cdes experimentais com seus animais controle (MENDONCA et al.,
2004; PANTALEAO et al., 2009). Mesmo existindo distincdo clara quanto a fase do
ciclo estral e estadio endometrial, percebeu-se neste estudo, que o numero de
glandulas nédo se altera, porém estas podem evidenciar estados que variam desde a

atrofia até o apice da sintese secretoria.
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Figura 5 - Fotomicrografia de utero de rata (terco médio). Fase proliferativa no controle nao-
ovariectomizado (A) e com transplante no subcutaneo (B); Fase secretéria no transplante da capsula
renal (C); transplante na bolsa ovérica (D) e transplante nos vasos femorais (E); F. Atrofia uterina,
controle ovariectomizado. Notar epitélio superficial (*), glandulas endometriais (G), secrecdo no
interior das glandulas ou lume uterino (»), estroma endometrial (End) e miométrio (Mio).
Microscopia Optica, sem contraste de fase, Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE). Barra: 100um.
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Os resultados expressos na tabela 9 mostram as porcentagens de foliculos
observados nos grupos controle e apds os procedimentos de transplantes. Foram
considerados para estas analises, apenas foliculos saudaveis (figura 6) sem sinais
de atresia folicular. Para evitar erros de interpretacdo ou variacbes devido a
diferentes dimensdes de tecido entre os grupos € que foram consideradas as
porcentagens de foliculos observados, cujos valores relativos demonstram desvios
de crescimento com maior clareza.

Observaram-se diferengcas marcantes nos numeros de foliculos contabilizados
entre os grupos controle. Houve também diminuicdo no namero de foliculos dos
animais submetidos ao procedimento de transplante, sendo o grupo que recebeu o
tecido ovariano na regido de confluéncia dos vasos femorais e sob a capsula
renal, aqueles que apresentaram menor e maior quantidade de foliculos apos seis
meses, respectivamente.

Embora a diminuicdo no numero de foliculos observados tenha ocorrido
devido ao tamanho da peca obtida como controle, em estudos cujas amostras
controle tiveram as mesmas dimensfes dos tratamentos foram observadas perdas
foliculares em decorréncia da manipulacdo e do periodo de isquemia e reperfusdo
tecidual (BOLS et al., 2010).

Os resultados apresentados e discutidos anteriormente associados aos vistos
a partir da avaliacdo dos tecidos transplantados, reforcaram a hip6tese de que o
ovario, mesmo quando em locais ectopicos, pode promover interagdo com oS
diversos Orgdos e tecidos do organismo com o0s quais mantenha relacédo
(CALLEJO et al., 1999); e estas informacdes corroboram os achados de retorno a
atividade ovariana em mulheres que tiveram o0s sintomas de menopausa
suprimidos apés transplante ovariano (OKTAY et al., 2003).

Os fragmentos ovarianos inseridos na regido subcapsular do rim
apresentaram boa vascularizacdo, preservacdo das caracteristicas individuais,
coaptacdo adequada entre receptor e transplantado, sinais de luteinizagao,
auséncia de sinais relacionados que indicassem morte tecidual ou rejeicdo e,

foliculos morfologicamente normais em diferentes estadios de desenvolvimento.
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Uma possivel explicacdo para a rapida revascularizacdo do tecido ovariano
transplantado esta na presenca de substancias angiogénicas, como o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), que em situacdes de hipoxia, estimula
a formacéo de novos vasos. Segundo MARTINS et al. (2008) em ratas o VEGF é
sintetizado pelas células foliculares (granulosa e da teca), promove a angiogénese
e favorece o desenvolvimento folicular. Além disso, o tecido renal possui a mesma
origem embriologica do trato reprodutivo, podendo ainda, proporcionar um suporte
vascular adequado ao tecido ovariano transplantado, pois 0s rins recebem
aproximadamente 20 a 25% do débito cardiaco, a despeito do fato desses 6rgaos
representarem menos de 1% do peso total do corpo, resultando numa velocidade
e intensidade de fluxo sanguineo maior que aquela presente em O6rgdos como
cérebro, figado e coracdo (CHRISTIE & BJORLING, 1998).

O transplante ovariano para o0 tecido subcutdneo € uma técnica que
normalmente facilita o acompanhamento do desenvolvimento folicular no pos-
cirdrgico. Na presente tese, o grupo que recebeu o transplante neste local
demonstrou pontos de comunicacgéo direta entre os tecidos ovariano, muscular e
conjuntivo frouxo, auséncia de sinais de rejei¢cdo, assim como no grupo da capsula
renal, além de boa vascularizacdo e luteinizacdo presentes em todas as amostras.
Foram visualizados ainda, foliculos pilosos e glandulas sebaceas adjacentes a
regido do transplante. Foliculos foram observados em diferentes estadios de
desenvolvimento neste grupo.

Nos grupos transplantados para a bolsa ovarica e regido de confluéncia dos
vasos femorais foram observados poucos foliculos ovarianos, quando comparadas
as proporgdes desses e demais grupos tratados. Tal achado, no primeiro grupo
deveu-se provavelmente a isquemia causada apds abertura e reconstituicdo da
estrutura da bolsa ovérica, com posterior dificuldade de remodela¢do dos tecidos
envolvidos. Para o segundo, ja foi levantada anteriormente a hipotese de que o fio
cirdrgico inabsorvivel utilizado para fixacdo dos fragmentos ovarianos e a propria
manipulacdo do tecido a ser transplantado, tenham ocasionado uma reacéo local

promovendo a substituicdo do tecido ovariano por conjuntivo frouxo afuncional.
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No grupo que recebeu o transplante ortotopico, foram observados tecidos
ovarianos ainda viaveis, bem vascularizados e envoltos por tecido conjuntivo
frouxo caracteristico da bolsa ovarica em 55,55% (5/9) dos animais submetidos ao
procedimento. Das quatro amostras restantes, duas demonstravam presenca de
células mono e polimorfonucleares no tecido ovariano afuncional, enquanto as
demais apresentavam tecido ovariano com manutencdo das caracteristicas
morfolégicas, porém sem foliculos vidveis. A luteinizacdo também foi observada
nas amostras desse grupo.

Os animais submetidos aos transplantes para a regido dos vasos femorais
apresentaram tecido conjuntivo frouxo e adiposo em proximidade com os tecidos
ovarianos, demonstrando mesénquima totalmente afuncional em 55,55% (5/9) dos
animais transplantados, tecido ovariano ainda viavel, porém afuncional em 22,22%
(2/9) dos animais e, viabilidade do tecido transplantado, porém com poucos
foliculos, nos outros 22,22% (2/9) dos animais. Neste grupo, a vascularizacdo
observada estava presente sempre na periferia do tecido transplantado e a
luteinizacéo foi demonstrada em 44,44% (4/9) das amostras.

No tocante a distribuicdo folicular, as porcentagens de foliculos primordiais
dos grupos controle diferiram entre si. Esta diferenca foi também observada
guando comparou-se as proporcdes de foliculos primordiais contidos nos tecidos
transplantados (24,23-27,23%) com seus proprios controles (65,87-69,29%),
fornecendo um claro sinal de que estes foliculos se desenvolveram a categorias
posteriores com o transplante. N&o foram observados foliculos primordiais
saudaveis no grupo que recebeu o transplante na regido dos vasos femorais.
Diferente dos foliculos em crescimento, os primordiais sdo bastante resistentes ao
efeito da isquemia, o que pode ser atribuido a dorméncia em que se encontram e
ao seu baixo metabolismo (NUGENT et al., 1997). Paralelamente a isto, os
achados apresentados a pouco, referentes a menor porcentagem de foliculos
primordiais observados nos tecidos transplantados quando comparados aos seus
respectivos controle, corroboraram as hipoteses de ativacdo massiva desses

foliculos (BAIRD et al., 2004) e deplecdo das reservas ovarianas apo0s o
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transplante (SALLE et al.,, 1999), sugerindo sobrevida limitada dos tecidos
transplantados em modelos experimentais, assim como ja foi observado em
humanos (OKTAY et al., 2003).

A ativacdo em massa de foliculos primordiais foi relatada apés o transplante
por BAIRD et al. (2004) com aumento na proporcao de foliculos em crescimento.
Segundo estes autores, isso pode ser explicado pela diminuicdo de fatores
inibidores como a inibina A, resultando numa maior liberacdo de FSH. Como o
transplante provoca por si s6 diminuicdo do numero de foliculos antrais, seja por
remocdo mecanica antes do transplante, como foi o caso do presente
experimento, ou por acdo da isquemia e reperfusédo, isso pode ter auxiliado na
diminuicdo das concentracdes de inibina A.

Os foliculos de transicdo sdo constantemente utilizados como indicativos de
ativacao folicular em diferentes espécies (GOSDEN et al., 1994, CANDY et al.,
1995, GUNASENA et al., 1998, HERNANDEZ-FONSECA et al., 2005) podendo
inclusive, receber a denominacéo de ativados a depender do estudo. Observando
os resultados da tabela 9, percebe-se que a maior porcentagem deste tipo folicular
foi encontrada no grupo em que o tecido ovariano foi transplantado para regiao
subcapsular do rim (39,43%) sendo, significativamente maior, quando comparada
a quaisquer dos outros grupos. Saliente-se ainda que, neste grupo foram
observadas as maiores taxas de sucesso na implantagcdo da técnica de
transplante, uma vez que, mesmo apés a ocorréncia de um oObito, o numero de
foliculos observados superou, por exemplo, aquele do grupo transplantado para o
tecido subcutdneo que manteve o mesmo numero de animais até o final do
experimento.

O percentual de foliculos primarios observados também foi elevado no grupo
da cépsula renal (15,46%) quando comparado aos demais controles. Contudo, a
maior percentagem de foliculos primarios foi, surpreendentemente, observada no
grupo transplantado para a regido dos vasos femorais (66,88%), sendo este

achado restrito aos dois animais anteriormente citados em que o tecido ovariano
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ainda apresentava foliculos viaveis, e provavelmente, influenciado pelo baixo
namero de amostras em que houve sucesso no transplante.

Paradoxalmente, o grupo com transplante na regido dos vasos femorais foi o
anico que demonstrou auséncia de foliculos secundarios, contrariando a tendéncia
observada nos demais grupos de transplantados (8,52-20,01%), que
apresentaram aumento consideravel nas porcentagens deste tipo folicular quando
comparados ao controle (3,17-4,71%). O grupo que recebeu o tecido ovariano na
bolsa ovéarica destacou-se com aproximadamente 20% dos seus foliculos
morfologicamente normais nesta categoria.

Um padrdo de desenvolvimento folicular diferenciado também foi observado
nas categorias antrais para os grupos da capsula renal, tecido subcutaneo e bolsa
ovarica. Nesses, foliculos antrais iniciais demonstravam porcentagens 3 a 4 vezes
maiores (7,04-8,90%) quando comparadas com seus respectivos controles (1,70-
2,97%). Tal achado reforcou a hipotese de supresséo dos fatores inibitérios e sua
influéncia no crescimento de foliculos transplantados (BAIRD et al., 2004),
comentada anteriormente.

Os foliculos antrais e pré-ovulatoérios foram observados em maior proporcéo
nos grupos que receberam os fragmentos ovarianos no tecido subcutaneo (4,09%
e 6,58%), bolsa ovérica (6,51% e 5%) e vasos femorais (19,21% e 13,91%), sendo
neste Ultimo encontrada a maior percentagem de foliculos pré-ovulatérios dentre
todos os grupos transplantados. Um fato que merece observagéo é a distribuicdo
folicular em diferentes categorias nos grupos transplantados, o que denota
desenvolvimento e, o nimero consideravel de foliculos ainda existentes apos seis
meses de transplante. A pequena porcentagem de foliculos pré-ovulatorios
(0,69%) associado a grande propor¢cdo de pré-antrais ainda existentes (87,64%)
observados no grupo da capsula renal quando comparados aos demais
transplantados (66,88-81,45%), sugerem que o tecido renal apresentou um maior
controle na regulacédo da foliculogénese quando comparado aos demais tecidos

receptores, permitindo uma menor deplecéo dos foliculos ao longo do tempo.
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Figura 6 - Fotomicrografia dos foliculos contidos nos tecidos ovarianos transplantados em ratas. (A)
Fol. primordial, transplante no tecido subcutaneo, 40x; (B) Fol. primario, transplante nos vasos
femorais, 20x; (C) Fol. Secundéario, transplante no tecido subcutaneo, 20x; (D) Fol. Antral Inicial,
transplante na capsula renal, 10x; (E) Fol. Antral, transplante na bolsa ovarica, 10x; (F) Fol. Pré-
Ovulatorio, transplante nos vasos femorais, 10x. Notar vascularizagdo (*), foliculos ovarianos
(Fol.»), tecido conjuntivo (TC), parénguima renal (PR), fio cirargico (FC). Microscopia Optica, sem
contraste de fase, Colorac@o Hematoxilina-Eosina (HE). Barra: 100um.
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7. CONCLUSOES

A andlise conjunta dos achados desta investigacdo permitiu inferir as

seguintes conclusoes:

v' Todas as técnicas utilizadas para realizacdo do transplante autélogo ovariano
foram exequiveis e os procedimentos para a bolsa ovarica e tecido subcutaneo
foram os que exigiram respectivamente maior e menor habilidade para realizacéo;
v" O protocolo anestésico com tribromoetanol atendeu as expectativas e nao
foram registradas quaisquer limitagdes a sua utilizacao, sendo este recomendado
para realizacdo de transplantes gonadais em ratas;

v Por meio da colpocitologia vaginal foi possivel acompanhar o retorno a
atividade ovariana que ocorreu 17 dias ap6s os procedimentos de transplante com
sinais de ciclicidade na maioria dos animais;

v' Todos os sitios anatémicos, a exce¢ado da regido proxima aos vasos femorais,
permitiram um desenvolvimento folicular satisfatorio, sem prejuizos as suas
respectivas funcdes e com demonstracdes de adequada interacdo entre os tecidos
receptor e transplantado;

v Os animais transplantados, a excec¢do daqueles que receberam o tecido
ovariano na regido préoxima aos vasos femorais, demonstraram sinais de
responsividade hormonal uterina semelhante a observada nas fémeas néao-
ovariectomizadas;

v' Os transplantes para a regido subcapsular do rim, tecido subcutaneo e bolsa
ovarica impediram o acumulo de gordura corporal e promoveram aumento da
matéria mineral;

v' O transplante autélogo ovariano viabilizou a manutencdo do desenvolvimento
folicular, sendo, as maiores populacbes foliculares observadas na regido

subcapsular do rim e tecido subcutaneo.
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8. IMPLICACOES

Analisando os resultados deste estudo percebemos que o transplante
autdlogo ovariano pode servir como alternativa a terapia de reposicdo hormonal
hoje realizada como rotina em mulheres na pds-menopausa, 0 que vem para
reforcar os resultados com autotransplante ja obtidos noutras investigacdes fora
do pais.

Entretanto, faz-se necessario esclarecer que a preservacdo do tecido
ovariano a ser transplantado posteriormente, por ocasido do surgimento da
menopausa, deveria ser realizada, preferencialmente, ainda durante a vida fértil
dessa mulher, a fim de que o tecido ovariano ainda possua uma populagéo
folicular significativa que garanta uma maior sobrevida do transplante.

Esta técnica pode inclusive ser utilizada como forma de diminuir o custo dos
tratamentos hormonais hoje empregados, reduzindo os gastos publicos com a
saude de mulheres que cada vez mais alcancam a melhor idade, no Brasil e no
mundo.

Quanto aos animais, podemos inferir, e quem sabe extrapolar, que o
transplante autélogo ovariano também possa vir a auxiliar na redugdo da
obesidade dos animais de companhia devido a comprovada manutencdo da
composicao corporal em ratas observada neste estudo. Porém, estamos lidando
ainda com inferéncias e possiveis aplicacdes de resultados, sendo necessario que
outras investigagdes tenham esta questdo como foco principal.

Entretanto, é prudente sugerir que, futuramente, sejam realizados mais
estudos em modelos experimentais para comparar a reposicdo hormonal
estrogénica tradicional e o transplante autdlogo ovariano, determinando sua real
viabilidade nos diferentes aspectos a serem ainda avaliados; e para isso, €
importante que seja ressaltada a necessidade de interacdo entre grupos de

pesquisa voltados para as Medicinas Humana e Veterinaria.
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Apéndice A: INSTRUMENTAL CIRURGICO
Instrumental cirtrgico utilizado para realizacao dos procedimentos de ovariectomia

bilateral e transplante aut6logo ovariano para diferentes sitios receptores.

- Especial e Auxiliar:
. Pinca de Allis Baby para tecidos 12cm
. Pinca de campo Backhaus 10cm
. Pinca de dissecg¢édo 10cm
. Pinga para iris 10cm
. Pinca para iris (denteada) 10cm
- Diérese:
. Cabo para lamina de bisturi n°4
. Tesoura para iris com ponta reta 11,5cm
. Tesoura para iris com ponta curva 11,5cm
. Pinca de dissecc¢éo 12cm
. Pinca de dissecc¢éo (denteada) 10cm
. Tesoura para suturas de Spencer
- Hemostasia:
. Pinca hemostatica mosquito de Halsted com ponta reta 12cm
. Pinca hemostatica mosquito de Halsted com ponta curva 12cm
- Sintese:
. Pinca de dissecg¢édo 10cm
. Pinca de disseccédo 12cm
. Pinca de dissecc¢éo (denteada) 12cm
. Porta-agulha Mathieu 10cm

. Porta-agulha Mayo-Hegar 14cm
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