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RESUMO - Objetivo: O transplante autélogo de tecido ovariano tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores
pela perspectiva de manter a funcionalidade deste 6rgdo, mesmo ndo localizado em seu sitio habitual, sendo dai
removido, a fim de minimizar os efeitos causados, por exemplo, pela radioterapia. Este trabalho visa a analisar a
efetividade da técnica de autotransplante subcutianeo de tecido ovariano bisseccionado em regido inguinal de ratas
albinas, proximo aos vasos femorais, através do estudo indireto da produgdo hormonal, feita pela avaliacdo da
citologia de esfregacos vaginais e do estudo direto da viabilidade tecidual, realizado por meio da andlise histoldgica.
Métodos: Analisaram-se 30 ratas, que sofreram ooforectomia bilateral, sendo 15 delas destinadas ao controle e 15
submetidas ao transplante ovariano. Decorridos 28 dias, recuperaram-se e avaliaram-se os enxertos. As andlises da
citologia dos esfregacos vaginais efetuaram-se no momento 0, ou seja, pré-transplante, e no momento 1, pés-
transplante, para os animais de ambos os grupos e a avaliago histolégica realizou-se no momento 0 para os dois
grupos e no momento 1 para os animais transplantados. Resultados: Os resultados do experimento demonstraram
a viabilidade e funcionalidade dos enxertos em 100% das l1dminas analisadas, isso verificado através da obtengdo de
esfregacos em fase de estro para todas as ratas do grupo experimento e da presenca de foliculos em varios estigios
de desenvolvimento, observados nos enxertos recuperados, indicando diretamente a viabilidade do tecido ovariano.
Conclusao: o transplante de tecido ovariano € uma alternativa viavel, nas condi¢des do experimento, para a preservagéo

hormonal e folicular, em ratas.
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Introduciao

Apesar da evolucao na prevencdo do can-
cer genital feminino ter melhorado muito
nos ultimos anos, € ainda alta a incidéncia
destes tumores. Os protocolos terapéu-
ticos se tornaram mais e mais agressivos
com o uso de quimio e radioterapia, o que
melhorou a efetividade'. A radioterapia é
particularmente letal as células em mitose.
Tumores pélvicos como os de ovdrios,
reto, colo uterino, vagina e vulva apresen-
tam bons resultados com esse
tratamento?.

Esta modalidade terapéutica tem como
conseqiiéncia, para a maioria das mulhe-
res, a perda da funcéo ovariana com conse-
qliente menopausa prematura, infertili-
dade, problemas coronarianos e osteo-
porose®.

Os sintomas da deficiéncia estrogénica
podem ser observados precocemente no
climatério, sendo os mais freqiientes: alte-
racdes vasomotoras, ondas de calor, sudo-
rese noturna, palpitacdes, cefaléias e
vertigens. Sintomas psicolégicos podem
também ocorrer e incluem os seguintes:

depressdo, irritabilidade, fadiga e perda da
libido.

Como tratamento, preconiza-se a terapia
de reposicao hormonal (TRH), que visa a
diminuir os sintomas, prevenir a osteopo-
rose € minimizar as alteracdes cardiovas-
culares devidas ao hipoestrogenismo®.

Uma promissora alternativa para diminuir
as situacdes de menopausa precoce, cau-
sadas pelos tratamentos radioterdpicos,
seria o autotransplante ovariano. O enxer-
to subcutdneo de tecido ovariano
funcional extirpado tende a preservar sua
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fungdo, permitindo uma situagdo fisiol6-
gica normal e oferecendo um local mais
acessivel ao exame e a remog¢do, quando
necessdria’. Pesquisas indicam que ova-
rios transplantados, em regido subcuta-
nea, em ratas podem preservar a fungdo
enddcrina, mantendo a viabilidade foli-
cular®'2,

O presente estudo tem como proposi¢ao
demonstrar a viabilidade e a funcionali-
dade do tecido ovariano bisseccionado
autotransplantado no subcutineo da re-
gido inguinal, préximo aos vasos femurais,
em ratas.

Métodos

Neste estudo obedeceu-se a Lei Federal
6.638 e as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA), institui-
¢do filiada ao International Council for
Laboratory Animal Science.

Utilizaram-se 30 ratos fémeas (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia mammalia),
da linhagem Wistar, com idade entre 100 e
120 dias e peso entre 220 e 280 gramas
obtidos junto ao Biotério do Instituto
Tecnoldgico do Parand (TECPAR).

Dividiu-se a amostra em 2 grupos com 15
animais:

— Grupo A: grupo-experimento, amos-
tras transplantadas, submetidas a ana-
lise de citologia vaginal nos momentos
O e 1 e avaliagdo histolégica em ambos
os momentos. Sendo denominado mo-
mento 0 o dia da ooforectomia e mo-
mento 1, a avaliagdo 28 dias apoés.

— Grupo B: grupo-controle, amostras
ndo-transplantadas, submetidas a ané-
lise de esfregago vaginal nos momen-
tos 0 e 1 e avaliacdo histolégica no
momento 0.

Sob anestesia inalatéria de éter etilico
colheu-se o muco vaginal e fez-se o esfre-
gaco em lamina de vidro padrdo e fixou-se
em 4lcool absoluto para posterior colora-
cdo segundo a técnica de Papanicolaou.

Obteve-se anti-sepsia com tintura de poli-
vinilpirrolidona-iodo e realizou-se laparo-
tomia mediana. Inventariou-se a cavidade
abdominal, pois animais com doengas se-
riam desprezados e identificaram-se os
ovdrios. Realizou-se a sec¢do do meso-
ovério entre ligaduras feitas com fio de

28 -

categute simples 3.0, com retirada dos
ovdrios bilateralmente e revisao da hemos-
tasia. Fez-se a laparorrafia com 2 planos
de sintese: o primeiro, peritdonio-musculo-
aponevrdtico; e o segundo, o da pele. Para
ambos os planos utilizou-se fio 4.0 monofi-
lamentar de néilon.

Seccionou-se longitudinalmente o ovério
direito em sua regido mediana em duas
partes; uma reservou-se para reimplante e
a outra, fixou-se em formol a 10% e
encaminhou-se para estudo histolégico
com a finalidade de obter informacado do
padrdo ovariano. Desprezou-se o ovario
esquerdo.

Nos animais do controle, retiraram-se 0s
ovdrios e uma secg¢do do tecido ovariano
foi reservada para estudo histolégico.
Procedeu-se a anti-sepsia da regido ingui-
nal direita dos animais destinados ao expe-
rimento, e incisou-se a pele e a tela sub-
cutinea por 2,0 cm, sobre a prega ingui-
nal. Identificaram-se os vasos femorais e
junto deles implantou-se a metade do
ovario, fixando-o na posicdo com um
ponto frouxo de fio monofilamentar de
ndilon 6.0. Aproximou-se a tela subcutinea
e fez-se a sintese da pele com chuleio
continuo de ndilon 6.0. Recuperados da
anestesia, devolveram-se os animais as
suas caixas, onde permaneceram até a data
prevista para a afericdo.

Decorridos 28 dias procedeu-se a nova
anestesia pelo método ja descrito e co-
lheu-se novo esfregagco vaginal (mo-
mento 1).

Em seguida incisou-se a pele sobre a prega
inguinal direita no local da cicatriz anterior,
localizou-se o implante ovariano, que foi
ressecado e fixado em formol a 10% para
estudo histoldgico.

Submeteram-se os animais a eutanasia
com dose letal inalatdria de éter etilico.

Prepararam-se os esfregacos vaginais dos
momentos 0 e 1 pelo método de Papani-
colaou e neles avaliou-se o trofismo vagi-
nal assim classificado: estro, proestro,
diestro e metaestro.

Os esfregacos em estro, metaestro e
proestro indicam indiretamente a influén-
cia hormonal de estrogénio e os em diestro
determinam a ndo influéncia hormonal.

Prepararam-se os segmentos ovarianos
encaminhados para estudo histolégico no
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momento 0 e no momento 1. Fizeram-se
cortes longitudinais com 5 micrdmetros de
espessura que foram corados pelo método
da Hematoxilina e Eosina. Nestes cortes
estudou-se a presenga de foliculos que
foram classificados em primordiais, prima-
rios e secunddrios.

Recorreu-se a andlise descritiva dos da-
dos através de tabelas, quadros e grafi-
cos. Para a comprovacgido dos objetivos
levantados neste trabalho utilizaram-se os
testes paramétricos “t de Student” e os
ndo-paramétricos “ Mann-Whitney”, e
“Wilcoxon”do software “Primer of
Biostatistics” . Empregaram-se ainda os
testes do “Qui-Quadrado com correcdo de
Yates” e “Exato de Fisher” do Epi-Info.
Adotou-se p=0,05 ou 5% como nivel para
rejei¢do da hipéteses de nulidades.

Resultados

Analisando-se a citologia vaginal no mo-
mento 0 verificou-se, no grupo A, as fases
de metaestro (63,6%) e estro (36,4%) e, no
grupo B, as fases de estro (58,3%) e
metaestro (41,7%); portanto 100% dos
esfregacos mostravam células que esta-
vam sob influéncia estrogénica (GCE). No
Momento 1, todas as ratas do grupo A
forneceram esfregacos em fase de estro
(p=0,001), isto é, com influéncia estrogé-
nica, (Figura 1) e a maioria das do Grupo
B, emdiestro (83,3%) (p=0,002), ou seja,
células sem a influéncia estrogénica
(Figura 2).

O exame histolégico do tecido autotrans-
plantado recuperado permitiu verificar a
presenca de foliculos primordiais, que se
constituem de uma camada de células
granulosas esparsas ao redor do odcito;
foliculos primdrios, com uma ou duas
camadas de células cubdides; foliculos
secunddrios (pré-antrais e antrais), forma-
dos de trés ou mais camadas de células
granulosas circulando o odcito e apresen-
tando uma cavidade antral no estdgio mais
desenvolvido.

Em relacgdo ao predominio folicular obser-
vado nos cortes histolégicos dos ovarios
das ratas do grupo A, nos momentos 0 e
1, ndo se constatou diferenca significante
(Tabela 1).
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de esfregaco obtido de rata do grupo A, em fase de Estro,
representado por células superficiais, com aspecto orangidfilo e anucleadas, poucas células nucleadas

e auséncia de polimorfonucleares.

FIGURA 2 - Fotomicrografia de esfregaco vaginal obtido de rata do grupo B, no momento 1, em
fase de diestro, representado por pouquissimas células cornificadas. Observam-se células basais e
invasdo de polimorfonucleares.

TABELA 1 - Predominio folicular nos momentos 0 e 1 do grupo A

PREDOMINIO MOMENTO 0 | MOMENTO 1 ESTATISTICA ©
FOLICULAR N° % Ne % Probabilidade| Significancia
Primordiais 03 20,0 - - p=0,1121 NS

Primarios 3 20,0 (12 26,7 | p=0,5000 NS
Secundarios 05 33,3 o8 533 | p=0,4612 NS
Sem Predominio 03 20,0 (] 133 | p=0,5000 NS
Sem Avaliacao 01 6,7 01 6,7 p=0,7586 NS
TOTAL 15 100,0 15 100,0 - -

(1) Aplicado o teste de “Fisher”.

Discussao

No transplante heterotopico subcutineo
de ovdrio para a regido interna do brago
esquerdo de uma paciente, relatado por
Leporrier e col. (1987), o ovério transplan-

tado foi clinica e morfofisiologicamente
monitorado por ultrassonografia, sendo
observado ciclo ovariano regular, sem
interrup¢ao da menstruagdo e desenvolvi-
mento folicular normal®.

Viérios autores concluiram que enxertos
ovarianos sdo viaveis. Nance e col. (1983),
comparando os transplantes ovarianos
uni e bilaterais, em ratas, relataram que,
embora tivessem producdo hormonal,
encontraram alteracdes ciclicas de estro-
génio e dos niveis de FSH e LH, sugerindo
que os mecanismos de controle enddcrino
estavam alterados'’. Gosden e col. (1994)
realizaram enxertos de ovario de ovelhas
em camundongos e observaram que o teci-
do ovariano nfo apenas mantinha a viabi-
lidade como apresentava foliculos em va-
rios estdgios de desenvolvimento’. Gua-
nasena e col. (1997) efetuaram o alotrans-
plante de tecido ovariano murino a fresco
e criopreservado e demonstraram a manu-
tengdo da funcgio enddcrina dos enxertos,
verificada pela recuperagdo do ciclo
estrogénico®.

No que se refere ao sitio de colocagdo do
enxerto, varios foram descritos: na regifo
cervical de ratos’, bursa ovariana de ra-
tos', subcutineo do dorso de ratos®, sob
a céapsula renal'!, subcutineo da parede
abdominal de cadelas®. Parece que o im-
portante e colocar o enxerto préximo de
grandes vasos, em dreas que facilitem a
neovascularizacdo.

No presente estudo foi possivel verificar
que no momento 0 todos os esfregacos
vaginais monstraram a citologia em fase
de metaestro ou estro, definindo que estes
animais estavam sob influéncia estro-
génica. J4 no momento 1 os esfregagos
das ratas do grupo A estavam em fase de
estro, isto é, sob influéncia hormonal en-
quanto os do das ratas do grupo B esta-
vam em fase de diestro, ou seja, sem
influéncia hormonal. Desta forma ficou
evidente que os ovdrios transplantados
mantinham sua fun¢do enddcrina.

O estudo histoldgico dos cortes de ovario,
nos momentos 0 e 1, para os animais do
grupo A, demonstrou presencga de folicu-
los, em diferentes estagios de desenvolvi-
mento, variando o predominio de cada tipo
celular, em 100% das amostras analisadas,
um claro indicio da viabilidade dos
tecidos.

Conclusao

O autotransplante subcutaneo de tecido
ovariano bisseccionado, em regido ingui-
nal de ratos, mostrou ser uma técnica que
preserva tanto a viabilidade quanto a
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funcionabilidade do tecido ovariano
transplantado, em ratas.
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ABSTRACT - Purpose: To analyse the effectivity technique of the subcutaneous autologous bisseccionated
ovarian transplantation technique in inguinal region of the albine rats, close to the femoral vases, through the
indirect study of hormonal production, made by the evaluation of the citology of the vaginal smears and the direct
study of the tissue viability, carried out by histologic analysis. Methods: 30 rats were analysed which suffered
bilateral ooforectomy, being 15 of them intended for control and 15 of them suffered the ovarian transplantation.
After 28 days, the grafting were recovered and evaluated. The analysis of the cytology of the vaginal smears were
made in the moment 0, that is to say, pre-transplantation, and in the moment 1, post-transplantation, for all the
animals and the histologic evaluation was accomplished at the moment O for the two groups and at the moment 1 for
the animals that suffered transplantation. Results: The results of the experiment demonstrated the viability and
functionality of the grafts in 100% of the laminas evaluated, that were observed through the vaginal smears in
estrous phase to all the rats of the experience group and by the presence of follicles in various stages of maturation,
observed in the recovered grafts, indicating, directly, the viability of the ovarian tissue. Conclusion: Allowing to
conclude that the ovarian transplantation is a viable alternative, in the conditions of the experiment, to the hormonal
and follicular preservation in rats.
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