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RESUMDO

Objetivos: avaliar os niveis de estradiol e os efeitos do autotransplante de tecido ovariano aquecido, apds vitrificacdo, no metabolismo
6sseo de ratas previamente ooforectomizadas bilateralmente. Métodos: trabalho experimental com 27 ratas com idades entre 11 e 12
semanas e pesando 200g a 300g, submetidas a ooforectomia bilateral e criopreservacao de tecido ovariano para posterior reimplante.
Os animais foram divididos em dois grupos, A e B, com oito e 19 ratas, respectivamente. O autotransplante ocorreu em dois periodos
de acordo com o tempo de castracdo: apds uma semana, no grupo A, e apds um més no grupo B. Mensuracdes de estradiol sérico
e andlise histoldgica de ovario e tibia foram feitos antes e apds o periodo de ooforectomia (precoce ou tardio) e um més apds o
reimplante. Resultados: nos grupos A e B, as espessuras corticais médias da tibia foram 0,463+0,14mm (média£DP) na linha de
base, 0,360+0,14mm apds ooforectomia e 0,445+0,17mm em um més apds o reimplante (p<0,005). As médias trabeculares foram
0,050+0,08mm (média+DP) na linha de base, 0,022+0,08mm apds ooforectomia e 0,049+0,032mm em um més apos o reimplante
(p<0,005). Nao houve diferenca estatistica entre a variacdo do estradiol entre os dois grupos de estudo (p=0,819). Conclusao: o
transplante de tecido ovariano criopreservado restabeleceu os parametros dsseos, e estes resultados sugerem que a reimplantagao

ovariana em mulheres pode apresentar os mesmos efeitos benéficos sobre o metabolismo ésseo.

Descritores: Menopausa. Osteoporose Pés-Menopausa. Estrogénios. Insuficiéncia Ovariana Primaria.

INTRODUCAO

Oenvelhecimento do ovario e os tratamentos
citotdxicos sdo as causas mais comuns de perda de
fertilidade nas mulheres. De acordo com relatos recentes,
700.000 mulheres nos Estados Unidos e 300.000 mulheres
no Brasil sdo diagnosticadas com cancer todos os anos.
Aproximadamente 8% dessas mulheres tém menos de 40
anos de idade e correm o risco de perda de fertilidade apds
tratamentos anticancerigenos gonadotoxicos agressivos.
Muitas estratégias foram desenvolvidas para prevenir
a perda de fertilidade em mulheres jovens e meninas
submetidas a estes tratamentos, os quais aumentam
significativamente as taxas de sobrevivéncia para a
maioria dos canceres'. Varias opcdes estdo disponiveis,
como a criopreservacdo de embribes, odcitos e tecido
ovariano, e o autotransplante do tecido ovariano?>.

De acordo com publicacbes recentes, a
criopreservacao e o autotransplante do tecido ovariano
podem ser usados para restaurar a fertilidade em
pacientes com cancer, em pacientes que nao respondem
aos tratamentos convencionais de maneira adequada e
naquelas com insuficiéncia ovariana prematura®’. Embora
experimental, a criopreservacdo e o autotransplante
do tecido ovariano resultaram no nascimento de mais
de 86 bebés saudaveis em todo o mundo® com uma
taxa de natalidade viva de aproximadamente 25% por
transplante®.

Uma das consequéncias da falha ovariana
natural ou induzida é a osteoporose, caracterizada
pela perda de massa 6ssea e da densidade mineral,
aumentando assim o risco de fraturas. A osteoporose é
uma importante complicacdo da velhice em mulheres e
estd fortemente associada a deficiéncia dos hormdnios
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sexuais, mas também pode ser causada por alcoolismo ou
tratamento com doses elevadas de corticosteroides®. Nos
Estados Unidos, a osteoporose causa aproximadamente
dois milhdes de fraturas anualmente, incluindo 547 mil
fraturas vertebrais, 300 mil fraturas de quadril e 135 mil
fraturas pélvicas'o'.

Para estudar agentes capazes de preservar o
metabolismo &sseo e prevenir a osteoporose, diversos
modelos animais tém sido utilizados. De acordo com as
diretrizes da Food and Drug Administration (FDA), estudos
de metabolismo ésseo com base em modelos de ratos
devem incluir avaliacbes da tibia proximal, fémur distal
ou vértebras lombares'?. O rato ooforectomizado fornece
um excelente modelo animal pré-clinico que revela com
precisdo caracteristicas clinicas importantes do esqueleto
humano sob um quadro de hipoestrogenismo e pode ser
usado para avaliar respostas a agentes terapéuticos'.

O desenvolvimento especifico do sitio
de osteopenia/osteoporose  esponjosa em  ratos
ooforectomizados é uma das respostas bioldgicas
mais reprodutiveis na pesquisa esquelética'. Apds a
ooforectomia, ocorre a perda répida de massa 6ssea
esponjosa e da forca éssea e, em seguida, prossegue-
se com uma taxa mais lenta de perda para, enfim,
alcancar uma fase estavel da massa 6ssea apés 90 dias.
As caracteristicas desta perda éssea imitam as alteracoes
osseas apos ooforectomia ou menopausa em humanos'.

O objetivo do nosso estudo foi avaliar os niveis
de estradiol e os efeitos do autotransplante de tecido
ovariano aquecido, apds vitrificacdo, no metabolismo

0sse0  em ratas previamente ooforectomizadas
bilateralmente.
METODOS

Este estudo incluiu 27 ratas Wistar (Rattus
norvegicus) com idades entre 11 e 12 semanas e pesando
200g a 300g, periodo no qual havia maturidade hormonal
e fim do crescimento da placa distal da tibia, que ocorre
apods trés meses de idade'. Os animais foram alojados
em gaiolas individuais em um ambiente controlado (ciclo
circadiano, 22+2°C, umidade constante e comida e agua
ad libitum). Todos os protocolos experimentais foram
revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal do Ceard, e arquivados

sob o numero 79/2012.

Um estudo experimental duplo-cego foi
realizado em ratas adultas. Para um modelo experimental
com poténcia para o teste de 90% e um nivel de
significancia de 0,05, considerando um desvio maximo de
0,2 (20%) e uma diferenca esperada entre os grupos (d) de
0,5 (50%), o célculo de amostra deve ser de 4,36 animais,
Ou seja, cinco animais por grupo, arredondando para o
préoximo numero inteiro. Em nosso estudo, utilizamos o
ndmero minimo de oito ratos no grupo A, respeitando
esta regra com margem de seguranca. Os animais foram
divididos em dois grupos, A e B, com oito e 19 ratas,
respectivamente.

Foi realizada ooforectomia bilateral e os ovarios
extraidos foram criopreservados por Vvitrificacdo. Os
ovarios vitrificados foram entao reimplantados nas ratas
ooforectomizadas, uma semana (grupo A) ou um més
(grupo B) apos a ooforectomia. Foram realizados ensaios
de estradiol sérico e andlise histolégica do tecido 6sseo da
tibia antes da ooforectomia (parametros basais), no final
do periodo da castracdo cirdrgica (castracdo cirtrgica) e
um més apos o transplante (parametros de recuperacao).

Coleta de tecido ovariano e de tecido
osseo

Apds duas horas de jejum (para diminuir
a guantidade de drogas necessarias administradas)
realizava-se tricotomia da regido abdominal e antissepsia
com solucao de Clorexidina. Os animais eram anestesiados
com injecao intraperitoneal de ketamina/xilazina (40mg/
kg ou 5mg/kg, respectivamente) no quadrante abdominal
inferior direito, de acordo com as diretrizes da Federacdo
de Associacdes de Ciéncia Animal de Laboratério'®. Sob
efeito anestésico pleno, era injetada no subcutaneo da
regiao do dorso do animal a quantidade de 10ml de soro
fisioldgico a 0,9% para efeito de hidratacdo. Procedia-se
entdo a laparotomia, com exposicao dos 6rgdos pélvicos e
ooforectomia bilateral. Os ovarios eram dissecados, a
fim de se retirar toda a gordura, e fatiados em tamanho
aproximado de 2mm?. Um ovério foi imediatamente
submetido a andlise histoldgica, engquanto o outro foi
criopreservado por vitrificacdo (n=27). A parede abdominal
era suturada com fio de nylon 5-0 em dois planos (planos
peritbneo-aponeurdtico e pele).
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Em seguida a bidpsia de tecido dsseo da tibia
proximal da pata esquerda traseira também era realizada.
Para tanto, apos antissepsia e tricotomia da parte interna
da coxa esquerda da rata, realizava-se incisdo de 1,5cm de
comprimento com facil retirada da pele em torno da coxa.
Uma vez exposta, a musculatura profunda era divulsionada
para exposicdo 6ssea da parte proximal, anterior, a cerca
de 5mm da insercdo da tibia. A bidpsia ¢ssea era realizada
com uma broca helicoidal de 2mm de diametro acoplada
a uma minibroca (3i Implant Innovations Inc., Palm Beach
Gardens, FL, EUA), com uma rotacdo de 12.000rpm e
uma irrigacdo constante com solucdo salina. A broca era
posicionada verticalmente e em uma posicao perpendicular
em relacdo ao eixo longitudinal do osso para penetrar
no coértex, atingindo o canal medular profundo, mas
sem atingir o lado contralateral. Em seguida, a pele era
suturada com fio de nylon 3-0 em pontos equidistantes.

No primeiro dia de pods-operatorio eram
administrados regularmente, por via oral, 120mg/kg de
acetaminofeno e 60mg/kg de codeina, para analgesia.

Vitrificacao e aquecimento do tecido
ovariano

A vitrificacdo e o subsequente aguecimento
dos fragmentos de ovario foram realizados de acordo
com o protocolo descrito por Silva et al.’” anteriormente.
Resumidamente, os ovarios eram inicialmente equilibrados
em HEPES (dcido 2-[4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il]-
etanossulfénico) contendo 10% (v/v) de etilenoglicol
e 10% (v/iv) de DMSO (dimetilsulféxido) durante 20
minutos a temperatura ambiente (23°C a 26°C) e depois
imerso em solucdo de vitrificacdo contendo 17% (v/v) de
etilenoglicol, 17% (v/v) de DMSO e 0,75M de sacarose
em HEPES durante trés minutos. Os ovarios eram entdo
transferidos individualmente com solucdo de vitrificacao
minima para a superficie de um cubo metalico flutuando
em nitrogénio liquido. Os ovarios vitrificados foram
armazenados em nitrogénio liquido (-196°C) durante 30
a 60 minutos. Usando forceps refrigerados, as amostras
foram colocadas em crioviais refrigerados contendo
nitrogénio liquido.

Para descongelar o cortex ovariano, os criotubos
eram removidos do vaso Dewar e mantidos a temperatura
ambiente durante dois minutos, seguido por imerséo em

banho de 4gua a 37°C durante dois minutos. Foi realizada
entdo uma leve e suave agitacdo. Os conteudos dos
criotubos foram rapidamente esvaziados em placas de
cultura com meio Leibovitz L-15, e lavou-se trés vezes com
meio fresco para remover o crioprotetor residual antes
do reimplante, de acordo com um protocolo adaptado
de Lunardi et al.’®. Cada amostra foi entdo submetida a
um banho de trés a cinco minutos em solucdes contendo
meio essencial minimo mais 10% de soro de vitelo fetal
e concentracoes decrescentes de sacarose (0,5M, 0,25M
e 0,0M).

Autotransplante de tecido ovariano

Para comparar os efeitos precoce e tardio da
castracao cirlrgica, as ratas, divididas aleatoriamente nos
grupos A e B, eram submetidas ao autotransplante de
tecido ovariano vitrificado, realizado no omento maior,
uma semana apo6s a ooforectomia bilateral no grupo A
(n=8) e um més apods a ooforectomia bilateral no grupo
B (n=19). Um més apds o autotransplante ovariano em
ambos os grupos (A e B), a cavidade abdominal era aberta
e 0s ovarios transplantados eram identificados, avaliados
macroscopicamente e removidos. Os animais eram entao
submetidos a eutanasia com dose letal do anestésico
anteriormente utilizado.

Determinacao do Estradiol

O nivel sérico de estradiol foi medido
em ambos os grupos em varios momentos: antes da
ooforectomia bilateral (nivel basal), imediatamente antes
do autotransplante (castracdo cirlrgica) e um més apés o
autotransplante (reimplante). De acordo com o protocolo
de nosso laboratério, foram coletadas amostras de 2ml de
sangue do plexo retro-orbital com o auxilio de um tubo
de hematdcrito capilar heparinizado. Apds centrifugacao
do sangue a 2500rpm durante 15 minutos, o plasma
era coletado e armazenado em um congelador para uso
posterior em um ensaio hormonal. Foram utilizados kits
de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (Diagnostics
Biochem Canada Inc., sensibilidade do ensaio, 10ng/
ml) para medir quantitativamente os niveis séricos de
estrogénio.
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Analise histolégica das tibias

Em ambos os grupos, as bidpsias da tibia eram
coletadas antes da ooforectomia bilateral (linha de base),
imediatamente antes do autotransplante (castracao
cirdrgica) e um més apods o autotransplante (reimplante).
As amostras de bidpsia da tibia foram fixadas em 10%
de formaldeido neutro tamponado e descalcificadas
em solucdo de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético) durante duas semanas. Apoés a descalcificacao,
os espécimes foram submetidos ao processamento
histolégico de rotina e a incorporacdo de parafina.
Posteriormente, sec¢cbes de parafina de 5um da metafise
da tibia foram desparafinadas e coradas com hematoxilina
e eosina para exame de microscopia éptica’. A espessura
trabecular e cortical, diametro do canal de Havers,
contagem de osteoblastos e osteoclastos e presenca de
osteoide foram avaliadas.

A metodologia utilizada foi: a) Medidas diretas
da espessura trabecular, da espessura cortical e do
diametro dos canais de Havers com uso de microscépio
e régua milimetrada; b) Contagem de osteoblastos e
osteoclastos na camara de Neubauer 30x70mm e 4mm de
espessura utilizando-se a técnica de zig-zag; ) Deteccdo
simples de presenca ou auséncia de osteoides.

Analise histolégica dos ovarios

Em ambos os grupos, as amostras de ovarios
foram submetidas a andlise histolégica imediatamente
apés a ooforectomia e imediatamente apds a eutanasia,
para avaliar as alteracdes histolégicas nos ovarios
capturados com vitrificacdo transplantada. As amostras
de tecido ovariano foram fixadas em paraformaldeido
a 10% e incorporadas em parafina. As sec¢des de 8um
foram entéo preparadas para coloracdo com hematoxilina
e eosina. As se¢des foram analisadas sob um microscépio
de luz acoplado a um sistema de aquisicdo de imagem
(LAZ 3.5, LEICA - modelos DM1000). O foliculo qualitativo
e as avaliacbes histoldgicas foram realizadas utilizando
classificacdes convencionais?°.

Para a realizacdo deste protocolo foram
utilizados os seguintes parametros de morfometria e
histometria: a) Contagem de numero de foliculos por
amostra, através da quantificacdo de foliculos primordiais

normais, definidos como aqueles que apresentavam
cavidade bem definida contendo um odécito com um
nucleo, e quantificacdo de foliculos primordiais atrésicos,
ou seja, aqueles que apresentavam células da granulosa
em processo degenerativo e muitas vezes com aparente
degeneracdo oocitaria, de forma a apresentar ooplasma
eosinofilico, contracdo e formacdo de grumos de
cromatina ou membrana nuclear enrugada; b) Presenca
ou nao de corpo luteo (CL).

Analise estatistica

As anélises estatisticas foram cegas e realizadas
por especialista. Os achados foram analisados usando
ANOVA e os testes t de amostras pareadas. Os graus
de liberdade e o nivel de significancia estatistica foram
definidos em n-1 e 5% (p<0,05), respectivamente. A
tabela de Rosner?' foi usada para referéncia. As variaveis
do estudo foram dicotémicas (presenca/auséncia). Os
dados foram analisados com o teste exato de Fisher
usando GraphPad Prism 5.0 e expressos como frequéncias
e porcentagens absolutas. O nivel de significancia
estatistica foi estabelecido em 5% (p<0,05). Para todas as
varidveis estudadas, cada animal foi seu controle, de forma
a evitar possiveis erros com doencas prévias no animal.
Por isso foram coletadas amostras antes de iniciados os
procedimentos.

RESULTADOS

Nivel de estradiol plasmatico

Ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre a variacdo dos niveis de estradiol nos
dois grupos de estudo (p=0,819). Nos animais com
menopausa precoce, apesar da variacdo entre os niveis
basais (25,6+0,8ng/dL) e os do pds-operatério imediato
(19,0+1,1ng/dL) e os do poés-operatério de um més
(25,6+3,9ng/dL) ndo houve diferenca significante entre
os trés momentos de andlise de estradiol (p=0,140). O
grupo com menopausa tardia, no entanto, apresentou
reducdo significante dos niveis de estradiol entre o pré-
operatério (28,0+1,1ng/dL) e o pds-operatério imediato
(19,7«+1,6ng/dL) com recuperacdo dos niveis normais um
més apos a cirurgia (25,8+0,5ng/dL) (p=0.001).
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Enxerto ovariano

O enxerto foi bem sucedido (presenca de
foliculos) em 81,5% dos animais (grupo A: n=7/8,
87%; grupo B: n=15/19, 78,9%, p=0,080). No geral,
aproximadamente 40,7% dos enxertos apresentaram
foliculos atréticos, 27,3% exibiram foliculos atréticos e
primordiais e 13,5% apresentaram foliculos primordiais
e corpo luteo. Nenhum enxerto de ovério foi encontrado
nos restantes 18,3%: nesses animais foram encontrados
apenas tecido inflamatoério e cicatricial e/ou fibrose.

Parametros 6sseos

Osso cortical

Em geral, a espessura cortical média da tibia
foi de 0,463+0,174mm na linha de base, 0,354+0,14mm
apos ooforectomia e 0,446+0,17mm no més seguinte
ao autotransplante ovariano (p<0,005) (Figura 1). O
teste t pareado, adotando-se como grau de liberdade o
valor (n-1) e tendo como “p” (probabilidade) o valor de
0,005, recebe valor de 2,977. Como em nossos calculos
encontramos o valor de 5,28, concluimos que p<0,005.

0,464
0,46
0,458 0,446

GRUPO A GRUPO B
MENOPAUSA PRECOCE MENOPAUSA TARDIA

MEDIA ENTRE OS GRUPOS

P6S OOFORECTOMIA [l PGS REIMPLANTE

Figura 1. Espessura cortical da tibia (mm) (p<0,005).
Azul: basal; Verde: castracdo; Laranja: reimplante.

k :

Figura 3. Histologia 6ssea cortical (HE 100x)- Grupo A.
A) Basal; B) Pés- ooforectomia, C) Pés-reimplante.

2> |

Osso trabecular

Além disso, a espessura trabecular média foi
0,051+0,08mm na linha de base, 0,021+0,08mm apds
ooforectomia e 0,0448+0,032mm no més seguinte
ao autotransplante ovariano (p<0,005) (Figura 2). O
teste t pareado, adotando-se como grau de liberdade o
valor (n-1) e tendo como “p” (probabilidade) o valor de
0,05, recebe valor de 1,812. Como em nossos calculos
encontramos o valor de 0,472, concluimos que o p nao
foi significante.

I ' I I ' 0,448

GRUPO A GRUPO B
MENOPAUSA PRECOCE MENOPAUSA TARDIA

P6s OOFORECTOMIA [l P&s REIMPLANTE

MEDIA ENTRE OS GRUPOS

Figura 2. Espessura trabecular da tibia (mm) (p<0,005)
Azul: basal; Verde: castracdo; Laranja: reimplante.

No osso cortical, antes da ooforectomia,
observamos tecido mole e 6sseo durante a transicao
metafisaria-diafise, bordas de osteoblastos e ostedcitos
em espacos compactos. A borda dos osteoblastos estava
ausentenogrupoA, umasemana aposaooforectomia. Um
més apds o0 autotransplante, houve auséncia de trabéculas
(Figura 3). No grupo B, 30 dias apés a ooforectomia,
observamos canais extensos ocasionalmente vazios (sem
ostedcitos) e focos de osteoblastos. No entanto, um més
apos o autotransplante ovariano, observamos a formacao
de osso cortical contendo uma borda de osteoblastos,
canais e grandes lacunas contendo ostedcitos (Figura 4).
Encontramos uma borda de osteoblastos e uma matriz
hematopoiética no osso trabecular antes da ooforectomia.

Rev Col Bras Cir. 2018; 45(1):e-1577



Silva

6 Transplante de tecido ovariano criopreservado e restauragdo do metabolismo 6sseo em ratas castradas

Figura 4. Histologia ¢ssea cortical (HE 100x)- Grupo B.

A) Basal; B) Pés-ooforectomia,; C) Pés-reimplante.

Posteriormente, o grupo A demonstrou
uma irregularidade da trabécula, uma semana apds a
ooforectomia. Observamos uma matriz hematopoiética
um més apds o autotransplante ovariano (Figura 5). No
grupo B, um més apds a ooforectomia, observamos canais
e lacunas extensas ocasionalmente vazias (isto é, sem
ostedcitos) e focos de osteoblastos. No entanto, um més
apos o autotransplante ovariano, observamos a formacao
6ssea trabecular contendo uma borda de osteoblastos,

canais e grandes lacunas contendo ostedcitos (Figura 6).

Figura 5. Histologia 6ssea trabecular (HE 100x)- Grupo A.
A) Basal; B) Pés-ooforectomia,; C) Pés-reimplante.

Figura 6. Histologia ¢ssea trabecular (HE 100x)- Grupo B.
A) Basal; B) Pés-ooforectomia,; C) Pés-reimplante.

Ao comparar o tempo de transplante, o grupo
A apresentou espessura cortical ligeiramente melhorada,

espessura trabecular e contagem de osteoblastos, mas
essas alteracdes nao foram significativas (p>0,05).

DISCUSSAO

A criopreservacao e autotransplante de tecido
ovariano em mulheres jovens com cancer podem prevenir
ou reduzir a osteoporose precoce e a insuficiéncia
ovariana prematura induzida por drogas gonadotoéxicas.
Usando os termos “criopreservacdo”, “saude &ssea”,
“menopausa” e “metabolismo 6sse0” em pesquisas
no banco de dados da PubMed, Lilacs e Cochrane, ndo
encontramos estudos publicados sobre os efeitos do
autotransplante de tecido de ovario criopreservado no
metabolismo 6sseo. Os estudos, com modelos animais,
para osteopenia e osteoporose, evidenciam que, nos
modelos de ratas ooforectomizadas, a perda dssea é
gradual e irreversivel tornando-se claramente mensuravel
a partir das primeiras semanas’.

Neste estudo, as ratas foram ooforectomizadas
bilateralmente e seus ovarios foram criopreservados via
vitrificacdo. As amostras de bidpsia de tecido 6sseo e
tibial foram analisadas uma semana (grupo A) ou um més
(grupo B) ap6s o autotransplante ovariano. O enxerto foi
bem-sucedido na maioria das ratas. Em ambos os grupos,
em comparacdo com os niveis basais, os niveis poés-
autotransplante ovariano de estradiol aumentaram em
quase metade dos animais, sugerindo transplante bem-
sucedido e recuperacdo da funcdo ovariana endocrina.
Além disso, a espessura cortical dssea média um més
apos o autotransplante ovariano foi semelhante a da
linha de base. Além disso, a espessura cortical dssea
média na linha de base foi semelhante a do més apdés o
autotransplante ovariano.

A analise histoldégica mostrou que, em geral, as
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medidas da qualidade 6ssea pioraram apds a ooforectomia
bilateral e melhoraram apés o autotransplante ovariano,
sugerindo que os enxertos de tecido ovariano tiveram
efeito no metabolismo 6sseo. Este efeito foi evidente
para espessura cortical, espessura trabecular e contagem
de osteoblastos. No entanto, ndo foram observadas
alteracdes para a deposicdo de osteoides. Observou-se
melhora significante para a espessura cortical e trabecular.

Esses  resultados demonstram que a
ooforectomia e a consequente diminuicdo da producao
de estradiol nos ovarios tem potencial papel na reducao
dos valores dos parametros 6sseos desses animais. Apds
o reimplante dos ovarios com aguecimento vitrificado,
observamos a restauracdo da producao de hormonio
sexual (estrogénio) nesses animais. A restauracdo da
producdo hormonal, por sua vez, resultou em uma
melhoria significativa dos valores dos pardmetros 6sseos
nesses animais. No entanto, ndo conseguimos medir com
precisdo os niveis de hormdnio foliculo-estimulante (FSH)
porque os kits utilizados ndo eram sensiveis o suficiente
para detectar variagcbes nos niveis de FSH; assim, todos os
resultados foram os mesmos. Nossos achados sugerem
gue o autotransplante do tecido do ovario criopreservado
pode restaurar a funcdo hormonal e normalizar o
metabolismo ésseo em ratas.

Alguns estudos ja forneceram evidéncias sobre
as mudangas no metabolismo &sseo apds a perda de
hormonios ovarianos devido a ooforectomia. Embora
estes estudos tenham demonstrado claramente uma
relacdo direta entre a duracdo da auséncia hormonal
e a diminuicdo dos parametros 6sseos, resultando em
osteopenia e osteoporose, eles ndo investigaram o0s
efeitos hormonais sobre o metabolismo &ésseo apods o
reimplante de ovarios criopreservados.

A menopausa pode representar até 30% a
40% da vida de uma mulher e produz sequelas como
a desmineralizacdo pds-menopausa (isto é, osteoporose),
aumento dorisco de doencas cardiovasculares, deficiéncias
cognitivas, perda de qualidade de vida e desejo sexual??.
Esses achados sugerem que o autotransplante do tecido
ovariano criopreservado pode restaurar afuncdo hormonal
e normalizar o metabolismo ésseo em ratas castradas. A
gualidade do osso é monitorada clinicamente medindo

a densidade mineral 6ssea. No entanto, informacoes
adicionais, especialmente parametros histolégicos, sao
necessarios para determinar com precisdo a fragilidade
Ossea e a susceptibilidade a fraturas?.

A conexdao entre hormbnios sexuais e
metabolismo ésseo estd bem documentada. Portanto, a
osteoporose pdés-menopausa é principalmente atribuivel
ao aumento da reabsorcdo Ossea de osteoclastos
associados a deficiéncia de estrogénio. Modelos de
animais deficientes em estrogénio e estudos de seres
humanos mostraram viabilidade de ostedcitos reduzida
na osteoporose poés-menopausa. Como o estrogénio
melhora a apoptose dos osteoclastos maduros, o periodo
de vida dos osteoclastos se prolonga a medida que os
niveis de estrogénio diminuem?3. O estrogénio mostrou
dobrar ou triplicar a taxa de apoptose de osteoclastos in
vitro e in vivo®*. Em contraste direto com seu efeito pro-
apoptdtico sobre os osteoclastos, o estrogénio exerce
um efeito antiapoptodtico sobre ostedcitos. Em outras
palavras, a perda de estrogénio compromete a viabilidade
dos ostedcitos. Em um estudo imuno-histoquimico que
avaliou a caspase-3 ativada como marcador de apoptose
em camundongos adultos ooforectomizados, a perda de
estrogénio aumentou a apoptose dos ostedcitos, o que é
necessario para ativar a reabsorcao osteoclastica?>.

Tradicionalmente, os sintomas relacionados a
menopausa foram tratados com terapia hormonal (TH).
No entanto, a publicacdo de um relatério da Women’s
Health Initiative (WHI) na California, em 2002, indicou
uma associacdo entre TH e um risco aumentado de
cancer de mama, o gue convenceu muitas mulheres a
interromper ou diminuir a posologia de TH. Embora
varios autores tenham demonstrado posteriormente que
a TH nado aumenta significativamente o risco de cancer
de mama e doencas cardiovasculares, a confianca na TH
nao foi totalmente restaurada. Quando a TH é limitada
ao periodo de transicdo da menopausa (4 a 5 anos),
muitas vezes simplesmente adia o inicio dos sintomas?®.
Portanto, as mulheres com menopausa prolongada (por
exemplo, 30 anos) sdo susceptiveis de sentir sintomas
independentemente da terapia??.

Recentemente, Satpathy et al.?’ descreveram o
que eles acreditavam ser uma epidemia de osteoporose
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e pediram novas estratégias para a prevencao da
osteoporose em longo prazo. Dez anos antes, uma
meta-analise encontrou uma reducdo global de 27%
nas fraturas vertebrais entre os usudrios de estrogénio.
Além disso, o estudo WHI (2002) de estrogénio-
progestina relatou reducdées de 33%, 29%, 35% e
24% na incidéncia de fraturas do quadril, do brago/
pulso, vertebral e total, respectivamente, entre as
mulheres, atribuidas ao estrogénio mais a progestina em
comparacdo com aqueles atribuidos ao placebo durante
um periodo de avaliagdo de 5,6 anos. No entanto, apesar
da eficicia temporaria da terapia hormonal exégena, a
criopreservacao e o autotransplante do tecido ovariano
estdo ganhando terreno como método alternativo para
atrasar a menopausa?.

A criopreservacao do tecido ovariano foi
desenvolvida ha mais de duas décadas. Esta técnica
preserva a grande reserva enddgena de foliculos ovaricos
gue, de outraforma, passaria por atresia e agora é utilizada
para a preservacao da fertilidade para mulheres que
enfrentam tratamentos gonadotdxicos, potencialmente,
esterilizantes e também pode ser usada para adiar a
menopausa?’?. Uma revisao dos desenvolvimentos

tecnolégicos nas técnicas de criopreservacdo e
armazenamento para tecido ovariano foi recentemente
publicada®®. O tecido ovariano pode ser criopreservado
guando a mulher ainda é jovem, e depois transplantado,
apds a menopausa, para restaurar as funcoes ovarianas?.

Os ovarios de uma menina recém-nascida
contém aproximadamente dois milhdes de foliculos,
presentes em foliculos de repouso. Esta loja de foliculos
protege fertilidade e ciclos menstruais desde a puberdade
até a menopausa. Independentemente da idade, uma
série de foliculos de repouso sdo, continuamente,

estimulados a crescer, mas apenas um foliculo ¢

selecionado para ovulagdo durante cada ciclo®. Em
média, as mulheres ovulam aproximadamente 400
a 500 vezes desde a puberdade até a menopausa, e
consequentemente, 99,9% dos foliculos degeneram.

Muitos desses “foliculos desperdicados” possuem a
capacidade de desenvolvimento (para secrecdo de
esteroides sexuais), mas ndo podem conter o0dcitos
adequados para reproducao®'. Conforme demonstrado
pela reproducdo assistida, esses foliculos podem ser
poupados da degeneracdo e continuar a crescer e secretar
horménios sexuais2.

Além disso, a fertilidade ndo diminui
significativamente com a perda de um ovario. Uma mulher
com um ovario produzird aproximadamente 20% menos
oocitos maduros em comparacao com uma mulher com
ambos 0s ovarios apos a estimulacdo ovariana, indicando
gue a atresia do foliculo no ovario restante é reduzida
e mais foliculos sobrevivem ao estagio pré-ovulatério®.
Em mulheres saudaveis, a perda de um ovario avanca
a idade de inicio da menopausa por apenas um ano
devido ao enorme excedente de foliculos. Em outras
palavras, as mulheres normais experimentam pouco ou
nenhum efeito sobre a fertilidade ou a idade de inicio da
menopausa apds a remocao do tecido ovariano quando
jovem.

Podemos concluir com nosso estudo que a
criopreservacdo e o autotransplante do tecido ovariano
auxiliam a melhora da qualidade 6ssea em ratas castradas.
Apesar da expressiva variacdo nos niveis hormonais em
grupos submetidos a diferentes periodos de castracao
cirdrgica, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre a variacdo dos niveis de estradiol. Ha
a reversao dos efeitos histoldgicos 6sseos decorrentes
da privacao do estradiol apoés autotransplante do tecido

ovariano criopreservado.
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ABSTRACT

Objectives: to evaluate estradiol levels and autotransplantation heated ovarian tissue effects, after vitrification, on rats bone metabolism
previously oophorectomized bilaterall. Methods: experimental study with 27 rats aged 11 to 12 weeks and weighing 200g to 300g,
submitted to bilateral oophorectomy and ovarian tissue cryopreservation for subsequent reimplantation. Animals were divided into two
groups, A and B, with 8 and 19 rats, respectively. Autotransplantation occurred in two periods according to castration time: after one
week, in group A, and after one month in group B. Serum estradiol measurements and ovary and tibia histological analysis were performed
before and after oophorectomy period (early or late) and one month after reimplantation. Results: in groups A and B, tibia median
cortical thickness was 0.463+0.14mm (mean+SD) at the baseline, 0.360+0.14mm after oophorectomy and 0.445+0.17mm one month
after reimplantation p<0.005). Trabecular means were 0.050+0.08mm (mean=+SD) at baseline, 0.022+0.08mm after oophorectomy and
0.049+0.032mm one month after replantation (p<0.005). There was no statistical difference in estradiol variation between the two study
groups (p=0.819). Conclusion: cryopreserved ovarian tissue transplantation restored bone parameters, and these results suggest that
ovarian reimplantation in women may have the same beneficial effects on bone metabolism.

Keywords: Menopause. Osteoporosis, Postmenopausal. Estrogens. Primary Ovarian Insufficiency. Tissue Transplantation. Cryopreservation.
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