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1. INTRODUCAO

O ovario tem como fungdo primordial garantir a fertilidade da mulher,
através da produgdo dos gametas femininos, ¢ de horménios, principalmente
estrogénio e progesterona. Eles auxiliam a fungdo reprodutora feminina,
apresentam ag¢do no desenvolvimento e manutengdo dos caracteres sexuais
secundarios e influenciam também em fatores sistémicos como o metabolismo
das lipoproteinas e da reabsor¢do dssea 7 .

Em torno da 6.* década da vida, ocorre o declinio progressivo da atividade
gonadal , ha uma faléncia fisioldgica, vindo a marcar a transi¢do da idade fértil
para a ndo-fértil. Este periodo da vida feminina é denominado climatério **>*,

Considera-se a sindrome climatérica como prematura quando esta ocorre
antes da 5.? década de vida. Ela apresenta incidéncia entre 3 € 5% e caracteriza-
se por amenorréia secundaria hipergonadotrofica ” .

A etiologia da sindrome climatérica prematura é atribuida a multiplos
fatores como desordens genéticas auto-imunes, destruigdo das células
germinativas por infecg¢do viral, drogas, toxicos ou radiagdo ionizante, disfung¢io
hipotalamico/hipofisaria, disgenesia gonadal, quimioterapia e ablagdo ovariana
por ooforectomia "* .

A ablagdo cirurgica do ovario é realizada em um numero significativo de
mulheres em idade reprodutiva, acometidas por doengas que devem ser tratadas
por tal procedimento, como as neoplasias ovarianas, benignas ou malignas,

disgenesia gonadal, endometriose e abscesso tubo-ovariano que nio responde a

antibioticoterapia. Esta ablagdo ocorre geralmente como um todo, sem que



permanega no local qualquer segmento glandular que se mostre funcionante
9,10,11

O hipoestrogenismo decorrente destas situagdes manifesta-se clinicamente
como distirbio vasomotor representado por “fogachos” (calordo), alteragdes
troficas da pele e mucosa genital, com alteragdo da pilificagdo vulvar e
diminui¢do do volume dos grandes labios, diminui¢do da espessura do epitélio
vaginal e da sua lubrificagdo natural, alteragbes psicoldgicas, modificagdo do
perfil lipidico com aumento dos niveis de LDL e triglicerideos ¢ diminui¢éo dos
niveis de HDL, além de aumento da velocidade de perda de massa 6ssea. Como
tratamento, preconiza-se a terapia de reposigio hormonal (TRH) **>¢7,

Na TRH, o estrogénio pode ser reposto pelas vias transdérmica, oral,
intravaginal, subcutinea ou intramuscular. A op¢do da via de administragdo a
ser utilizada € realizada de acordo com o perfil clinico da paciente. A reposi¢do
visa aliviar os sintomas vasomotores e psicologicos, prevenir a osteoporose €
minimizar as alteragbes sofridas pelo aparelho cardiovascular na vigéncia de
hipoestrogenismo “'*.

Apesar de a TRH ja estar estabelecida pela literatura como tratamento
para o hipoestrogenismo’®, a opgdo de transplante ovariano tem sido estudada,
ainda em animais de experimentagdo, como possivel via alternativa para a
resolugdo do problema. Ao longo de seu estudo, o transplante ovariano
experimental tem sido submetido a varias situagdes. Ele ja foi realizado de
forma autéloga e heterdloga, com e sem a preservagdo de pediculo vascular e
implantado em diversas regides do corpo >'*'.

Os trabalhos até agora presentes na literatura indicam claramente que os
ovarios transplantados de maneira autéloga em animais experimentais mostram
sinais morfoldgicos de funcionalidade. Tendo sido descritos principalmente a

presenga de foliculos ovarianos, corpos luteos e¢ de neoformagdo vascular,

encontrados em diferentes periodos de tempo pos-operatério '>'*7. Os trabalhos



que realizaram o transplante de maneira heter6loga indicaram sinais claros de
rejeigdo do tecido ovariano implantado. '>"°,

No entanto, ndo foi possivel encontrar na literatura analisada nenhum
trabalho que estudou sob o ponto de vista morfolégico os aspectos histologicos
indicativos de funcionalidade em ovarios seccionados e autotransplantados em
animais experimentais, para o retroperitdbnio. A maioria dos trabalhos
verificados na literatura pertinente ndo deixa claro quais critérios morfolégicos
utilizados para obtengdo dos dados. Torna-se crucial a indicagdo destes critérios

para uma melhor compreensdo dos aspectos morfologicos indicativos do

restabelecimento da funcionalidade ovariana.



2. OBJETIVO

Analisar a presenga de sinais morfoldégicos indicativos de
restabelecimento da fungdo ovariana, em hemi-ovarios autotransplantados em

retroperitonio de ratas Wistar.



3. METODO

3.1. AMOSTRA

Foram utilizados 48 Rattus novergicus (Rodentia Mammalia), da
linhagem Wistar, com idade de 60 dias, do sexo feminino, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (U.F.S.C.).

Os animais, submetidos a ooforectomia bilateral, seguida de
autotransplante de hemi-ovario direito para retroperitonio, foram distribuidos,
aleatoriamente, em seis subgrupos compostos por 8 animais, de acordo com os
diferentes tempos pds-operatorios nos quais foram submetidos a sacrificio.

Subgrupo G1 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pés-operatorio de
24 horas.

Subgrupo G2 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pos-operatorio de
72 horas.

Subgrupo G3 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pés-operatorio de
5 dias.

Subgrupo G4 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pés-operatorio de
7 dias.

Subgrupo G5 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pés-operatério de
14 dias.

Subgrupo G6 (n = 8) — realizado o sacrificio no periodo pés-operatorio de
28 dias.



3.2. PROCEDIMENTO ANESTESICO

Os ratos foram submetidos & anestesia geral com éter etilico via inalatoria,
seguida da administragdo solugdo de Cetamina® e Xilasina®, nas respectivas
doses de 35mg/Kg e 5mg/Kg, por via intramuscular, na face interna da pata
traseira esquerda, para manutengdo anestésica. O animal foi considerado
anestesiado, quando houve perda do reflexo cérneo-palpebral sem exibir
qualquer reagdo motora a preensdo do coxim adiposo de uma de suas patas
dianteiras. Repetiram-se 50% da dose inicial da solugdo quando o animal

apresentar algum sinal de superficializagdo da anestesia.

3.3. TECNICA CIRURGICA

Depois de atingido o plano anestésico os animais foram submetidos a
ooforectomia bilateral, seguida de implante de metade do ovario direito em
retroperitonio, sobre a fascia do musculo psoas maior direito, imediatamente
abaixo a veia ileo-lombar, realizada através de laparotomia mediana. Apds o

término do implante, foi realizado o fechamento da cavidade por planos.

3.4. EVOLUCAO CLINICA POS-OPERATORIA

Os animais foram examinados durante a recuperagdo anestésica e em

visitas constantes, até que se completasse o periodo previsto para o sacrificio.

* KETALAR® Laboratério PARKE-DAVIS®
* ROMPUM?® Laboratério BAYER®
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No periodo pds-operatério, foi realizada a observagdo diaria da ferida
operatoria com relagdo aos sinais de hemorragia, deiscéncia e infecgdo, além de

edema em membros posteriores.
3.5. TECNICA DE REOPERACAO

Atingido o tempo pds-operatdrio previsto para realizagdo do sacrificio, os
animais foram submetidos novamente ao procedimento anestésico descrito
anteriormente.

Foi realizado o acesso a cavidade peritoneal por meio de uma ampla
incisdo em “U” invertido. |

Visualizado e identificado o local de implante, com tesoura de
METZENBAUM, foi realizada a exérese de um fragmento em bloco de
aproximadamente 2,0 x 1,0 x 1,0cm contendo o fragmento do musculo psoas
maior ¢ a regido do implante do tecido ovariano no centro. A exérese foi
realizada com trés incisdes: a primeira imediatamente caudal ao local do
implante e perpendicularmante a orientagdo das fibras do musculo psoas maior;
a segunda paralela as mesmas estendendo-se em sentido cranial ao nivel da veia
ileo-lombar, e a terceira perpendicular as mesmas e imediatamente cranial a veia
ilio-lombar.

Apos a retirada da pega operatoéria, os animais, ainda anestesiados, eram

submetidos a sacrificio por deslocamento cervical.
3.6. ESTUDO HISTOLOGICO

Cada pega operatoria ressecada foi fixada em solugdo aquosa de formol

tamponado ( PBS 0,4M pH7,4) a 10% por um periodo de no minimo 24 horas
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em temperatura de 4 graus centigrados mantida com a utilizagdo de um
refrigerador.

Estas pegas foram submetidas a inclusdo em parafina, seguindo a técnica
histologica de rotina, sendo em seguida, obtidos 5 cortes semi-seriados de 10
um de espessura de cada uma das pegas, no sentido transversal do ovario

implantado, conforme indica a figura abaixo (FIGURA 1).

)| /71 Sati L A=t 70, QN ST T
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Figura 1 - Fotomicrografia de um corte histolégico de ovirio (O) implantado no misculo psoas maior (M),

indicando a posi¢ido da sec¢do transversal realizada na peca histolégica (Objetiva 4X).

Os cortes obtidos foram submetidos a coloragdo pela Hematoxilina-Eosina,
seguindo a técnica de rotina.
Todos os cortes foram analisados por 2 observadores independentes, sem
que os mesmos soubessem a qual subgrupo experimental pertencia o corte

analisado.
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A andlise das laminas coradas foi realizada em microscopio dptico
convencional, empregando-se oculares dotadas de régua ocular previamente
calibrada para cada uma das objetivas de 4 X, 10 X, e 40 X, presentes no
microscopio. Desta analisc foram obtidos os parametros morfométricos de cada
um dos subgrupos experimentais.

Os parametros morfométricos empregados foram:

1. Presenga ou auséncia de tecido de granulagdo, tanto no ovario como no
tecido conjuntivo do musculo psoas maior.

2. Presenga ou auséncia de foliculos ovarianos em desenvolvimento no
parénquima do ovario implantado.

3. Presenga ou auséncia de vasos sangiiineos neoformados situados entre o
parénquima ovariano e o musculo psoas maior.

4. Presenga ou auséncia de foliculos ovarianos primarios no parénquima
ovariano.

5. Presenga ou auséncia de foliculos ovarianos maduros (com antro unico e
sendo visivel o ovocito e a camada de células granulares do foliculo).

6. Presenga ou auséncia de células teco-luteinicas ou granuloso-luteinicas
no parénquima ovariano.

Os resultados encontrados foram registrados no Protocolo I (apéndice).

ApOs a andlise de todas as laminas obtidas, foram obtidas fotomicrografias
representativas de cada um dos subgrupos experimentais analisados, através de
fotomicroscopio binocular NIKON®, a fim de se proceder a documentagdo do

trabalho.



4. RESULTADOS

Tabela 1 — Tecido de granulagdo nos ovarios autotransplantados, por subgrupo.
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Tecido de Gl1 G2 G3 G4 G5 G6
granulagdo N % N % N % N % N % N %
Presenga 6 75 8 100 7 87,5 7 81,5 6 75 6 75
Auséncia 2 25 0 O 1 125 1 125 225 2 25
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

Tabela 2 — Tecido de granulagdo nos musculos psoas, por subgrupo.

Tecido de Gl G2 G3 G4 G5 G6
granulagdo N % N % N % N % N % N %
Presenga 0 0 8 100 6 75 4 50 1 12,5 6 175
Auséncia 8 100 0 0 2 25 4 50 7 87,5 2 25
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

Tabela 3 — Foliculos primarios, por subgrupo.

Foliculos G1 G2 G3 G4 G5 G6
primarios N % N % N % N % N % N %
Presenga 0 0 4 50 0 0 4 50 6 75 3 375
Auséncia 8 100 4 50 8 100 4 50 2 25 5 625

Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100




Tabela 4 — Foliculos em desenvolvimento, por subgrupo.
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Foliculos Gl G2 G3 G4 G5 G6
N % N % N % N % N % N %
Presenga 4 50 7 87,5 3 3713 5 625 5 625 8 100
Auséncia 4 50 1 125 5 62,5 3 315 3 375 0 O
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100
Tabela 5 — Foliculos maduros, por subgrupo.
Foliculos G1 G2 G3 G4 G5 G6
maduros N % N % N % N % N % N %
Presencga 0 O 0 U 0 0 3 375 6 75 7 87,5
Auséncia 8 100 8 100 8 100 5 625 2 25 1 12,5
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100
Tabela 6 — Vasos neoformados, por subgrupo.
Vasos G1 G2 G3 G4 G5 G6
sanguineos N % N % N % N % N % N %
Presenga 6 75 7 875 6 75 7 87,5 8 100 8 100
Auséncia 2 25 1 125 2 25 1 125 0 O 0 0
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100
Tabela 7 — Numero médio de vasos neoformados, por subgrupo.
Vasos Gl1 G2 G3 G4 GS G6
Nuamero 3,66 6,4 2,6 8,5 >10 8,5

médio
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Tabela 8 — Corpos lateos, por subgrupo.

Corpos G1 G2 G3 G4 G5 G6
lateos N % N % N % N % N % N %
Presenga 1 125 5 62,5 1 12,5 5 625 8 100 8 100
Auséncia 7 875 3 375 7 87,5 3 375 0 O 0 O
Total 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100 8 100

Tabela 9 — Numero médio de foliculos nos ovarios autotransplantados, por

subgrupo.
Foliculos G1 G2 G3 G4 G5 G6
Em 7,75 3,5 2.5 3,9 2.8 2

desenvolvimento
Maduros 0 0 0 1,33 2 1,75
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5.COMENTARIO DOS RESULTADOS

SUBGRUPO 1

Nas pegas cirtirgicas retiradas e fixadas 24 horas apos a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulagdo em 75 % dos
ovarios, ndao sendo observada nenhuma presenga de tecido de granulagdo nos
musculos psoas.

Foliculos primarios, assim como foliculos maduros, ndo foram
visualizados. Entretanto foi visualizada presenga de foliculos em
desenvolvimento, em 50 % dos ovarios autotransplantados, com um numero
médio de 7,75 foliculos em cada um destes. A presenga de células luteinicas foi
observada em 12,5 % dos ovarios.

Neoformagdo vascular foi visualizada em 75 % das pegas, com niamero
médio de 3,66 vasos em cada uma destas.

Em 2 pegas (25%) foram observados grandes abscessos.

SUBGRUPO 2

Nas pegas cirtrgicas retiradas e fixadas 72 horas apds a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulagdo em todos os
ovarios € musculos psoas.

Foliculos primarios foram visualizados em 50 % dos ovarios
autotransplantados. Em 87,5 % deles foi visualizada a presenga de foliculos em
desenvolvimento, com um numero médio de 3,5 foliculos em cada um destes
ovarios. Ndo foram visualizados foliculos maduros. Células luteinicas foram

observadas em 62,5 % dos ovarios.
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Em 87,5 % das pegas foi visualizada neoformagdo vascular, com nimero
médio de 5,4 vasos em cada uma destas.
Em 3 pegas (25%) foram observados abscessos. 1 das pegas encontrava-se

completamente tomada por infiltrado inflamatério.

Estes achados podem ser visualizados na figura 2.

Figura 2 — Fotomicrografia da regiio do implante de um animal do subgrupo 2. Hi uma visdo geral do
ovirio (O) implantado no miisculo psoas (M). E possivel visualizar reacio inflamatéria na intimidade do
misculo psoas, estendendo-se até a periferia do parénquima ovariano adjacente (setas). No parénquima
visualiza-se o odstio provocado pelo fio de sutura (S), envolvido por reacdo inflamatéria. Ainda no
parénquima ovariano sio visualizados corpos liteos (L), foliculos em desenvolvimento (F) e grandes

acumulos de hemacias (H) extravasadas (Objetiva 4x).
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SUBGRUPO 3

Nas pegas cirurgicas retiradas e fixadas 5 dias apos a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulago em 87,5 % dos
ovarios e em 75 % dos muisculos psoas.

Fo1 visualizada presenga de foliculos em desenvolvimento, em 37,5 % dos
ovarios autotransplantados, com um nimero médio de 2,5 foliculos em cada um
destes. Entretanto ndo foram visualizados foliculos primarios e foliculos maduros.
A presenga de células luteinicas foi observada em 12,5 % dos ovarios.

Neoformagdo vascular foi visualizada em 75 % das, com niimero médio de
2,6 vasos em cada uma destas. Em 3 pecas (25%) foram observados abscessos.

Estes achados podem ser visualizados na figura 3.

'\')'"Y Y

& = . A
Figura 3 — Fotomicrografia da regifio do implante de um animal do subgrupo 3. Visdo geral de ovario (O)

implantado sobre o misculo psoas (M). Percebe-se infiltrado inflamatério moderado (setas maiores) na
intimidade do misculo e parénquima ovariano adjacente. No parénquima ovariano visualizam-se corpos
hiteos (L) foliculos ovarianos (F) e vasos sangiiineos (setas menores). Também sio visualizados dois grandes
abscessos (A) e o fio de sutura (S) (Objetiva 4x).
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SUBGRUPO 4

Nas pegas cirtirgicas retiradas e¢ fixadas 7 dias apds a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulagdo em 87,5 % dos
ovarios € em 50 % dos musculos psoas.

Em 50 % destes ovarios foram visualizados foliculos primarios. Em 62,5 %
deles foram vistos, em média, 3,9 foliculos em desenvolvimento. 1,33 foliculos
maduros foram observados em 37,5 % dos ovarios, em média. A presenga de
células luteinicas foi observada em 62,5 % dos ovarios.

Neoformagdo vascular foi visualizada em 87,5 % das peg¢as, com numero
médio de 8,5 vasos em cada uma destas. Em 1 pega (12,5%) foi observado

abscesso. Estes achados podem ser observados na figura 4.

Figura 4 - Fotomlcrografia da regido do lmplante de um ammal do subgrupo 4. Vlsuallza-se dlscreta reaciio
inflamatdrio entre o misculo psoas e o parénquima ovariano (seta maior). Neste sdo visualizados foliculos
em varios estigios de desenvolvimento (F) e vasos sanguineos com hemaicias em sua luz (setas menores).

Visualiza-se também o éstio do fio de sutura com granuloma organizado a sua volta (S) (Objetiva 10x).
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SUBGRUPO 5

Nas pecas cirurgicas retiradas e fixadas 14 dias apés a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulagdo em 75 % dos
ovarios € em 25 % dos musculos psoas.

Foliculos primarios se mostraram presentes em 75 % dos ovarios. Também
foram visualizados em 62,5 % deles, em média, 2,8 foliculos em
desenvolvimento. 1,5 foliculos maduros, em média, foram observados em 75 %
dos ovarios. A presenga de células luteinicas foi observada em todos os ovarios.

Neoformagdo vascular foi visualizada em todas as pegas, com numero

médio de vasos superior a 10 por pega.

Estes achados podem ser observados na figura 5.

St A 1 N N G
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Figura S - Fotomicrografia da regii(-) do implante de um animal do subgrupo 5. Visualiza-se grande corpo
hiteo (L) no parénquima ovariano. Adjacente a ele, é possivel identificar um foliculo em desenvolvimento
com ovocito presente (F). Sdo também visualizados vasos sanguineos na interface ovirio-miisculo (setas)
(Objetiva de 10x).
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SUBGRUPO 6

Nas pegas cirurgicas retiradas e fixadas 28 dias apos a realizagdo do
autotransplante, foi observada a presenga de tecido de granulagdo em 75 % dos
ovarios € em 25 % dos musculos psoas.

Foliculos primarios se mostraram presentes em 37,5 % dos ovarios. Em
todos eles foram visualizados foliculos em desenvolvimento, 2,0 em média.
Foliculos maduros foram observados em 87,5 % dos ovarios, 1,75 em média. A
presenca de células luteinicas foi observada em todos os ovarios.

Neoformagdo vascular foi visualizada em todas as pegas, em média 8,5

vasos por pega.

Estes achados podem ser observados na figura 6.

A ‘% e L i' ,{m -“ ?’
Figura 6 - Fotomlcrograﬁa da regiio do implante de um animal do subgrupo 6. E evidenciado foliculo

maduro (F). Percebe-se a presenca de vaso entre o parénquima ovariano e o tecido muscular (setas)
(Objetiva 4x).
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6. DISCUSSAO

O transplante ovariano, autélogo ou heterdlogo, tem como principal
objetivo a preservagdo da fungdo ovariana. ''®

A literatura especializada sugere que futuramente o transplante ovariano
podera vir a ser utilizado como forma de preservagio da fertilidade '* ' ¢ como
opg¢do mais fisiologica de reposi¢do hormonal. Para as pacientes portadoras de’
disgenesia gonadal, especialmente a sindrome de TURNER, a literatura prevé a
possibilidade de transplante ovariano heter6logo como forma de tratamento. '®

O transplante ovariano ja foi realizado de maneira heter6loga por HARRIS
e EAKIN “em ratos e por GREEN et al. > em coelhos. Ambos demonstraram a
ocorréncia de rejeigdo aos ovarios transplantados.

Foram também realizadas diversas técnicas de transplante autélogo, em
varias espécies de animais, com sucesso demonstrado pela literatura,'>'*!>1¢:17:18

Nos estudos realizados sobre autotransplante ovariano, o rato foi o animal
mais utilizado, ja que ele oferece maior nimero de dados para comparagdo de
resultados morfoldgicos. Este foi escolhido como animal de experimentagdo para
a realizagdo do presente trabalho devido as suas caracteristicas. Ele apresenta um
ciclo ovariano curto, completando-se em torno de 4 ou 5 dias, ideal para estudar a
recuperagdo da fungdo ovariana, em um periodo curto de avaliagdo pds-operatoria
1% Além disso, 0 mesmo apresenta-se também como animal de facil manuseio %° ,
baixo custo e obtengao.

Optou-se em utilizar a técnica de autotransplante ovariano sem utilizagdo
de pediculo vascular, tendo em vista sua facilidade de realizagdo, conforme

: . 1 13,14,15,16,17,18
demonstrado pela literatura especializada ™" > ",



23

Utilizou-se a metade de um ovario para o autotransplante, com base no
trabalho de CORLETA et al. '°, que comparou os resultados obtidos entre o
autotransplante de ovarios inteiros ¢ fragmentados, e concluiu que a utilizagio de
fragmentos ovarianos garante maior taxa de viabilidade ovariana.

Pelos dados obtidos neste trabalho foi possivel verificar que houve
preservagdo da viabilidade ovariana, devido a presenga de foliculos ovarianos,
neovascularizagdo e corpos luteos. Isto corrobora a maioria dos resultados obtidos
pelos autores que utilizaram técnica de transplante ovariano semelhante a esta
13,14,16,17

Os foliculos ovarianos ( os 3 tipos descritos) foram visualizados a partir de
24 horas de pos-operatorio, em 50 % dos ovarios autotransplantados. Isto sugere
que a nutrigdo do tecido ovariano, aparentemente por embebigdo, foi eficaz,
impedindo que houvesse degeneragdo de suas células funcionais nas primeiras 24
horas apds o transplante. '

Com 72 horas de pods-operatério, o nimero de ovarios nos quais foram
visualizados foliculos subiu para 87,5 %, confirmando a manuten¢do eficaz da
nutrigdo ovariana, sugerida com 24 horas.

Entretanto, no 5° dia de pds-operatorio foliculos foram visualizados em
menor quantidade dos ovarios autotransplantados. Este dado sugere que houve
algum grau de sofrimento do tecido neste periodo.

No 7° dia foi demonstrada recuperagdo da produgdo folicular. Esta
recuperagdo manteve-se no 14° dia de pds-operatoério, sugerindo manutengdo de
uma produgdo folicular, provavelmente por estabilizagdo da nutrigdo ovariana,
garantida pela neovascularizagio .

Com 28 dias de pos-operatorio os foliculos foram visualizados em todos os
ovarios sugerindo a manutengdo da sua viabilidade até esta data, o que esta de

Lo - 13,14,16,17
acordo com a maioria dos trabalhos presentes na literatura consultada ™",
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O corpo liteo é uma estrutura que representa um sinal direto da ocorréncia
de ovulagdo .

No presente trabalho, corpos liteos puderam ser observados a partir de 24
horas de pos-operatorio até o 28° dia . Cabe ressaltar que em relagdo a este
pardmetro analisado , verificou-se que no 5° dia ocorreu uma diminuigdo leve do
numero de ovarios que apresentavam esta estrutura, sendo verificado um aumento
progressivo numérico de ovarios contendo o corpo liteo nos subgrupos de
animais com tempo pds-operatorios subsequentes.

Este dado vem reforgar a suposigdo de que a partir do 7° dia de evolugdo ha
estabiliza¢do da nutri¢gdo ovariana, com manutengdo de sua fungdo.

Nos ovarios autotransplantados, o tecido de granulagdo foi visualizado com
24 horas de pos-operatorio apenas no tecido ovariano, em 75 % dos ovarios. A
partir de 72 horas, o tecido de granulagdo ja pdde ser visualizado nos dois tecidos
muscular e ovariano. A partir do 5° dia, a reagdo inflamatéria continuava presente
nos dois tecidos (em 87,5 % dos ovarios € em 75 % dos misculos). No 7° dia, este
tecido de granulagdo presente no tecido muscular, se apresentava em um menor
nimero de pegas (50 %), neste periodo o tecido de granulagdo presente nos
ovarios manteve o mesmo percentual em relagdo ao 5° dia. No 14° dia, o tecido de
granulagdo continuava visivel nos ovarios e musculo psoas, com diminuigdo
acentuada no musculo psoas e leve nos ovarios. No 28° dia este tecido de
granulagdo manteve o mesmo percentual nos ovarios analisados € houve um
aumento da sua presenga no musculo psoas.

A presenga de vasos neoformados foi visualizada em todos os periodos
pos-operatorios estudados, demonstrando a precocidade de inicio da
revascularizagdo. A neoangiogénese apresentou-se com 24 horas de evolugdo em
75 % dos ovarios autotransplantados, com nimero médio de 3,66 vasos em cada
gonada. Com 72 horas de pos-operatorio, a neovascularizagdo se fazia presente ja

em 87,5 % dos ovarios, com numero médio de 5,4 vasos. No 5° dia, houve uma
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pequena queda da porcentagem de ovarios com neovascularizagdo (75 %), assim
como no numero médio de vasos (2,6). Fato que provavelmente explica a queda
na porcentagem de foliculos ovarianos e corpos luteos neste periodo pos-
operatorio. A partir do 7° dia de pods-operatdrio verifica-se que ocorre um
progressivo aumento desta neovascularizagdo até o 28° dia .

Confrontando nossos resultados com os dados presentes na literatura,
pudemos observar que a nossa taxa de presenga de foliculos apds 28 dias (100 %)
foi superior aquelas relatadas por HARRIS e EAKIN" em 1949 (90,1%) apds 30
dias de pds-operatorio, por HARP et al.'” em 1982 (75 %) ap6s 45 dias de pos- -
operatorio € por CORLETA et al.'® em 1998 (88,8 %) apos 21 dias de pos-
operatorio.

HARRIS ¢ EAKIN" demonstraram também taxa de presenga de corpos
lateos de 90,1 % apds 30 dias de pds-operatério. Nossa taxa, com 28 dias,
revelou-se superior, com presenga de corpos luteos em todas as pegas.
QUATTROPANI ' demonstrou taxa de aparecimento de corpos liteos apos 14
dias de pos-operatorio de 30 %, valor muito inferior aquele encontrado por nds
neste mesmo periodo pos-operatorio (100 %).

A presenga de neovascularizagdo foi demonstrada por nosso estudo ja com
24 horas de pos-operatorio. Este dado é condizente com os dados descritos por
HARRIS e EAKIN ", em 1949, ¢ por CORLETA et al.’®, em 1998, que relataram
presenga de conexdo vascular entre auto-enxerto e hospedeiro com 72 horas de
pos-operatério. DISSEN et al. 18 em 1994, relatou a presenga de vasos
neoformados com 48 horas de pds-operatdrio.

Acredita-se que este estudo experimental ndo possa ser o Gltimo nesta linha
de pesquisa na procura de uma solugdo para o aproveitamento de segmentos
normais de ovario quando das ooforectomias, principalmente em pacientes

jovens. Sugere-se que novos trabalhos devam ser realizados com o mesmo

objetivo.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados observados podemos concluir que os ovarios
implantados apresentam caracteristicas morfologicas de ovarios vidveis, com a
presenga de foliculos ovarianos, corpos liteos e neoformagdo vascular. Isto indica

que a implantagdo permitiu a manutengdo dos mesmos em retroperitonio.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a presen¢a de sinais morfologicos
indicativos de restabelecimento da fun¢do ovariana em hemi-ovarios
autotransplantados em retroperitonio de ratas Wistar.

Para isto foram utilizados 48 animais, previamente ooforectomizados
bilateralmente. Foram divididos em 6 subgrupos, de acordo com o tempo pos-
operatorio no qual foram submetidos a retirada das pegas a serem
histologicamente analisadas, sendo em seguida submetidos a sacrificio.

As pegas foram fixadas em formol a 10 % por 24 horas, a 4° C, sendo entdo
incluidas em parafina. Na seqiiéncia, foram obtidos de cada pega 5 cortes semi-
seriados de 10 pm de espessura, no sentido transversal do ovario. Os cortes foram
analisados por 2 observadores independentes, que ndo conheciam o subgrupo ao
qual pertencia a peca analisada.

Os parametros morfométricos analisados foram a presenga ou auséncia de
foliculos ovarianos (em seus varios estagios), neoformagdo vascular, corpos
luteos e tecido de granulagdo. Apos a analise de todas as laminas, foram obtidos
fotomicrografias representativas de cada grupo experimental.

Os resultados das analises demonstraram presenga de foliculos ovarianos
em varios estagios de desenvolvimento, corpos liteos e neoformagdo vascular em
todos os subgrupos analisados. Demonstraram também presen¢a de tecido de
granulagdo (infiltrado inflamatério), predominando nos subgrupos experimentais

com menor tempo de pos-operatorio.
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Foi possivel concluir entdo que os ovarios implantados apresentavam
caracteristicas morfologicas de ovarios viaveis, indicando que a implantagdo

permitiu a manutengdo dos mesmos no retroperiténio das ratas.
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SUMMARY

To demonstrate morphological signs of recovery of the ovarian function
after retroperitoneal autologous transplantation of half-ovary in Wistar rats.

Forty-eight bilaterally oophorectomized female Wistar rats were
distributed in 6 groups, according to the post-operative time in which the
transplanted anatomical region (autologous ovary and psoas muscle) was
removed in block. The removed tissue were fixed in formalin for 24 hours under
4°C. They were embedded in paraffin, seccioned and stained in hematoxylin and
eosin. The fragments were, then, analysed by two independent examinators who
were blinded for the groups under study. The morphometric parameters analysed
were the presence of ovarian follicles, neovascularization, corpus luteum and
granulation tissue. Afterwards, representative photomicrography of each group
was obtained.

Ovarian follicles, corpus luteum and neovascularization were found in all
groups. Also, it was visualized more granulation tissue in the groups in earlier
stages of the post-operative period.

It was demonstrated morphological signs of recovery of ovarian function in
the transplanted tissue. It suggests that the implantation of autologous ovary in

the retroperitoneum of Wistar rats is viable.
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PROTOCOLO I:

QUADRO DE CONTAGEM DOS PARAMETROS MORFOMETRICOS

Tecido de Foliculos

Granulagéo

Ovdrio. m. | Fol. Em Fol. Foliculos Vasos Corpos
psoas| Desenvolv. Prim. Maduros Neoformados| Luteos

Laminas +/- | +/-| +/-| N +/- | +/- n +/- n +/-
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DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA COMPLEMENTAR
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Fotomicrografia de ovario normal de rata. Visio panorimica. Visualizam-se corpos hiteos (L) e foliculos

A

ovarianos em desenvolvimento e maduros (F) além de vasos sanguineos (setas) (Objetiva 4x).
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Fotomicrografia de tecido ovariano apés 28 dias de evolucio bés—operatéria de transplante autélogo. E

visualizado foliculo “ativado” com ovécito em seu interior (seta) (Objetiva de 40x).
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Fotomicrografia de tecido ovariano apés 7 dias de evolugdo pos-operatoria de transplante autologo. Sdo

visualizadas células luteinicas (Objetiva de 40x).
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Fotomicrografia de tecido ovariano apés 28 dias de evolugdo pés-operatéria de
possivel visualizar a interface entre misculo psoas e o tecido ovariano implantado, com minima presenca de
células inflamatérias (I). No parénquima ovariano sio vistos varios foliculos primirios (setas), foliculos

ovarianos em desenvolvimento (F) e alguns vasos sanguineos (V) (Objetiva 10x).
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ANEXOS

RECURSOS MATERIAIS

Os recursos materiais necessarios para o desenvolvimento do trabalho
foram fornecidos pela propria Universidade Federal de Santa Catarina, sendo
listados a seguir:

1. Animais de Laboratdrio - Fornecidos pelo Biotério Central da U.F.S.C."

2. Instrumental Cirurgico - Disponivel no laboratério de Técnica
Operatoria e Cirurgia Experimental da UFSC - HU

3. O estudo histologico foi realizado no laboratério de Histologia da
U.F.S.C

RECURSOS HUMANOS

As atividades de cirurgia experimental foram desenvolvidas pelo autor do
Trabalho de Conclusio do Curso, aluno da 11° Fase do curso de Medicina,
FABRICIO SILVA MANOEL, com a colaboragdo do aluno da 11* Fase do
curso de Medicina, ROGERIO RODRIGUES SCHMIDT, sob a orientagdo do
Prof. Dr. ARMANDO JOSE D’ACAMPORA.

As atividades de preparagdo e analise histologica das pegas cirlirgicas
foram desenvolvidas pelos alunos da 4" Fase do curso de Medicina da
Universidade Federal de Santa Catarina, CIRO RIGGENBACH MULLER,
HEITOR TOGNOLI, ANDRESSA OLIVEIRA e SILVIA DOBES
RAYMUNDI , sob a orientagdo do Prof. Dr. RICARDO TRAMONTE.
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