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RESUMO

Apesar do uso de criopreservacao de tecido ovariano para restaurar a fertilidade, n&o
h& estudos publicados abordando os efeitos desta técnica no metabolismo 6sseo.
Este estudo tem como objetivos avaliar os resultados da pega do enxerto de tecido
ovariano apos vitrificagdo e reimplante no omento de ratas, comparar os niveis de
estradiol nessas ratas em diferentes etapas de acordo com a presenca ou nao de
tecido ovariano e avaliar os efeitos sobre o metabolismo ésseo de tal reimplante O
presente estudo foi realizado em 27 ratas com idade entre 11 e 12 semanas e pesando
200-300g, periodo no qual ha estabelecimento de maturidade hormonal. Todos os
animais foram submetidos a ooforectomia bilateral e os ovérios foram vitrificados. O
autotransplante ocorreu em dois periodos distintos de acordo com cada grupo: ap6s
1 semana (grupo A, n = 8) ou ap6s 1 més (grupo B, n = 19) contados a partir da
primeira intervencédo (antes da ooforectomia).

Foram realizados ensaios de estradiol no soro e analise histoldgica do tecido ovariano
e da tibia: antes da ooforectomia (basal), no final do periodo de castracdo cirtrgica
(apbs ooforectomia) e um més apos o transplante (reimplante).

Nos dois grupos houve piora dos parametros 0sseos apos a castracao e melhoria dos
mesmos apos o reimplante ovariano, a saber: as espessuras corticais médias da tibia
foram 0,463 = 0,14mm (média £ DP) na linha de base, 0,360 + 0,14mm apdés
ooforectomia e 0,445 + 0,17mm em 1 més apoés o reimplante (p < 0,005). Além disso,
as espessuras meédias trabecular foram 0.050 + 0,08mm (média + DP) na linha de
base, 0,022 + 0,08mm apds ooforectomia e 0.049 + 0,032mm em 1 més apds o
reimplante (p < 0,005).

Quanto a mensuracdo de estradiol sérico, nos dois grupos houve queda apés a
castracdo e aumento apO6s o reimplante. Entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre a variagdo dos niveis de estradiol nos dois grupos
de estudo (p=0.819). Nos animais com castra¢ao cirargica precoce apesar da variacao
dos niveis basais (25.6£0.8ng/dl) para o status castrado (19.0+1.1ng/dl) e pos-
reimplante de um més (25.6+3.9ng/dl) ndo houve diferenga significante entre os trés
momentos de andlise de estradiol (p=0.140). Porém, o grupo com castracao cirurgica
tardia apresentou uma reducao significante dos niveis de estradiol do pré-operatério
(28.0£1.1ng/dl) para o status castrado (19.7+1.6ng/dl) e recuperacdo dos niveis

normais um més apos o reimplante (25.8+0.5ng/dl) (p=0.001).

Houve sucesso de pega de enxerto, ou seja, observou-se presenca de foliculos
atrésicos, foliculos primordiais e de corpo luteo em cerca de 81,5 % dos animais
(grupo A: n = 7/8, 87%, grupo B: n = 15/19, 78,9%, p = 0,080) demonstrando que o



local de reimplante é cirurgicamente adequado. Valores semelhantes sdo observados

em outros trabalhos experimentais de referéncia.

De acordo com estes resultados, o transplante de tecido ovariano criopreservado néo
s6 restaurou a fungcdo hormonal ovariana, mas restabeleceu os parametros iniciais do
0sso. Estes resultados podem sugerir que reimplantacdo ovariana em outros
mamiferos, como em mulheres, tenha efeitos benéficos no metabolismo ésseo.

Palavras-chave: Tecido ovariano. Autotransplante. Menopausa. Metabolismo 6sseo.



ABSTRACT

Despite the use of cryopreservation of ovarian tissue to restore fertility, there are no
published studies addressing the effects of this technique on bone metabolism. This
study aims to evaluate the ovarian results of the ovarian tissue graft heel after
vitrification and reimplanted in the omentum of rats, to compare estradiol levels in these
rats at different stages according to the presence or absence of this tissue and to
evaluate the effects on the bone metabolism of such reimplantation the present study
was performed in 27 rats aged 11 to 12 weeks and weighing 200-300g, a period in
which there is establishment of hormonal maturity. All animals underwent bilateral
oophorectomy to induce hypoestrogenism and the ovaries were vitrified.
Autotransplantation occurred in two different periods according to each group: after 1
week (group A, n = 8) or after 1 month (group B, n = 19) counted from the first
intervention (before oophorectomy).

Serum estradiol assays and histological analysis of ovarian tissue and tibia were
performed: before oophorectomy (basal), at the end of the surgical castration period
(after oophorectomy) and one month after transplantation (replantation).

In groups A and B, the mean cortical thickness of the tibia was 0.463 + 0.14 mm (mean
+ SD) at the baseline, 0.360 + 0.14 mm after oophorectomy and 0.445 £ 0.17 mm at 1
month post reimplantation (p < 0.005). In addition, mean trabecular thickness was
0.050 + 0.08 mm (mean + SD) at baseline, 0.022 + 0.08 mm after oophorectomy and
0.049 = 0.032 mm at 1 month after replantation (p <0.005).

Regarding estradiol levels, it was observed that estradiol levels were significantly lower
after castration (group A: 8.10 £ 0.4 ng / dL, group B: 11.80 + 1.2 ng / dL). baseline
(group A: 23.43 + 2.44 ng / dL, group B: 25.90 + 8.10 ng / dL), and returned to normal
levels after replantation in both groups (between 20 and (Group A: 20.47 + 1.45 ng /
dL, group B: 20.97 £ 1.41 ng/dL, p =0.013). There was a difference between estradiol
between groups A and B, this recovery being greater in group A (not statistically
significant).

The presence of atretic follicles, primordial follicles and corpus luteum follicles was
observed in approximately 81.5% of the animals (group a: n = 7/8, 87%, group b: n =
15/19, 78.9%, p = 0.080) showing that the reimplantation site is valid.

According to these results, cryopreserved ovarian tissue transplantation not only

restored ovarian hormonal function, but reestablished the initial bone parameters.



These results may suggest that ovarian reimplantation in women has beneficial effects

on bone metabolism.

Key words: Ovarian tissue. Autotransplant. Menopause. Bone metabolism.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida ao nascer, no Brasil, vem aumentando
progressivamente neste século devido a reducdo das taxas de natalidade e das de
mortalidade em idades prematuras. No inicio do século XX, o brasileiro tinha uma
expectativa de vida de menos de 35 anos e, ao final e, em 2000, era de 68 anos,
tornando assim, a populacéo mais velha, do ponto de vista demografico (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2017a).

Com o envelhecimento, a populacdo da chamada terceira idade (65 e mais
anos) praticamente duplicou sua propor¢ao enquanto que a participacdo dos menores
de 15 anos caiu entre 1960 e 2000, segundo os dados do INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER (INCA) explicitados na tabela 1. Nesse intervalo de tempo,
progressivamente observou-se um maior nimero de pessoas que passaram a
apresentar maior risco de desenvolver cancer (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER.
2017a).

Tabela 1 — Composicao etéaria relativa (%) nos censos demograficos brasileiros de
1960 a 2000.

_ . Ano / Populagéo %
Faixa etaria
1960 1970 1980 1990 1996 2000
0-14 42,60 42,01 38,20 34,72 31,54 29,60
15-64 54,50 54,65 57,68 60,45 62,85 64,55
65 e mais 2,90 3,34 4,01 4,83 5,35 5,85

Fonte: IBGE apud INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (2017a)

Relacionado ao envelhecimento da populacéo, ao diagnostico tardio e ao
nao acesso em tempo habil ao tratamento adequado, tem-se que, anualmente, quase
nove milhdes de pessoas morrem devido ao céancer, vivendo a maioria em paises de
baixa e média renda (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS, 2017).0 cancer
também é responsavel atualmente por uma em cada seis mortes no mundo, mais de
14 milhdes de pessoas desenvolvem céancer todos 0s anos e esse numero devera
alcancar para mais de 21 milhdes de pessoas em 2030. (ORGANIZACAO DAS
NACOES UNIDAS, 2017).
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Em se tratando de diagndstico precoce, sabe-se que no Reino Unido da
Gra-Bretanha e na Irlanda do Norte houve reducéo de mais de 50% da mortalidade
por cancer de mama em mulheres menores de 65 anos devido a melhoria no
diagnostico e na provisdo de tratamentos eficazes (STOCKTON et al.,, 1997,
(SHULMAN et al., 2010)

Com o advento de novas terapias contra as neoplasias, a expectativa de
vida de muitas pacientes jovens foi aumentada. (ANDERSON et al., 2006;
BLUMENFELD; HAIM, 1997; CARTER et al., 2005; GREENBERG; URBACH, 2006;
HEATH; STERN, 2006; MALTARIS et al., 2007). O risco relativo para morte por cancer
pediatrico nos Estados Unidos chega a 1,10, para a incidéncia de cancer chegaa 1,13
e a mortalidade geral em criancas alcanca risco relativo de 1,21, todos com intervalo
de confianca ndo contendo a unidade (BALSARA et al., 2013).

Devido a elevada taxa de sobrevida, maior atencéo tem sido dada a
gualidade de vida desses pacientes. Nesse cuidado as diretrizes do ano de 2017 da
OMS incluem: a diminuicdo das comorbidades associadas ao cancer e ao seu
tratamento, como a infertilidade e a menopausa precoce em mulheres, além dos
efeitos paraneoplasicos comuns tanto em homens como em mulheres.
(ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS, 2017).

Em geral, ap6s cinco anos do diagndstico, essa taxa excede 70% em
relacdo a criancas e adolescentes (DECHERNEY et al., 2005), aproxima-se de 86%
naqueles tratados para leucemia linfoblastica aguda e ultrapassa 97% no grupo
tratado por linfoma de Hodgkin (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2017b).

Quando se fala em opcdes terapéuticas para o cancer tem-se a quimo e a
radioterapia. A quimioterapia tem como alvo as células cancerigenas com multiplos
mecanismos de acdo, porém o principal foco € atingir as células de rapido
metabolismo. No entanto, os efeitos colaterais associados as células saudaveis
também de alto metabolismo s&o inevitaveis sendo as mais suscetiveis: as células da
medula éssea, os foliculos pilosos, as células do trato digestivo e as do sistema
reprodutor. Algumas drogas também podem ser cardio e nefrotoxicas, ou ainda,
causar lesdes em bexiga, pulméo e sistema nervoso.

O envelhecimento do ovario e os tratamentos citotoxicos 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 sao
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diagnosticadas com cancer todos os anos. Aproximadamente 8% dessas mulheres
tém menos de 40 anos, ou seja, quase 10% do total das mulheres com cancer.
(SALAMA et al., 2012).

O grau do dano no ovéario sera dependente do tipo de agente
quimioterapico utilizado, da dose administrada e da idade da paciente, que esta
diretamente relacionada a sua reserva ovariana. (ABUSIEF et al., 2012). A reducéo
da reserva ovariana ocorre devido a apoptose dos foliculos em crescimentos e a
ativacao dos foliculos quiescentes, que ao se ativarem entram também em apoptose,
esgotando a reserva ovariana de forma precoce (ABUSIEF et al., 2012; DONNEZ;
DOLMANS, 2014).

Tem-se também que os danos nos vasos sanguineos e a fibrose do
estroma ovariano causados pela quimioterapia e/ou radioterapia prejudicam a
funcionalidade dos foliculos remanescentes.

Esse dano pode ser mensurado indiretamente através da dosagem dos
niveis de estradiol, de inibina b, de hormaonio foliculo estimulante e de hormonio anti-
mdilleriano (AMH), sendo o Ultimo o mais preciso, uma vez que seus valores séo
diretamente proporcionais a contagem folicular (ANDERSON; CAMERON, 2011).

A manifestacao clinica da perda folicular é bastante variavel, e vai desde a
amenorreia a sintomas climatéricos precoces e consequentemente a varios graus de
infertilidade. Vale salientar que pacientes que ainda mantém sua reserva ovariana
mesmo apdés o tratamento contra o cancer, possivelmente experimentam uma
diminuicdo da funcéo ovariana e do tempo de duracdo de sua fertilidade (mais 4 a 5
anos) (DONNEZ, 2013), podendo comprometer ainda a qualidade dos odcitos
(TURAN; OKTAY, 2014).

Apesar de algumas pacientes passarem pelo tratamento sem nenhum
efeito aparente, diversos séo os efeitos relatados apos os tratamentos contra o cancer,
dentre eles a falha ovariana secundéaria.

Considerando-se a qualidade de vida fisica, psicoldgica, social e espiritual
desses sobreviventes, sabe-se que uma qualidade de vida satisfatoria deve incluir a
capacidade de constituir e criar uma familia (KIM; BATTAGLIA; SOULES, 2001;
MALTARIS et al.,, 2006; MAUNSELL et al., 2006; PENTHEROUDAKIS; PAVLIDIS,
2007; SPEECHLEY et al., 2006).

Nos paises desenvolvidos, uma parcela de 30 a 50% das pacientes jovens

acometidas pelo cancer, ndo recebem orientacdo adequada para a sua preservagao
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da fertilidade antes de iniciar o tratamento contra o cancer ((SALAMA et al., 2012).
Essa falta de informacdo se d& por diversas razdes, dentre elas, ao forte carater
emocional relacionado a propria doenca neoplasica e a seus estigmas de mortalidade
e gravidade psicossocial. Assim, muitos profissionais da saude focam no tratamento
antineoplasico e evitam outras associacbes de perda, como o possivel
comprometimento de fertilidade((ANDERSON; WALLACE; BAIRD, 2008; CORNEY;
SWINGLEHURST, 2014)). Dessa forma, essa situacdo acaba sendo discutida em
momentos posteriores, quando as chances de preservacdo de fertilidade ja se
encontram diminuidas (ANDERSON; WALLACE; BAIRD, 2008; CORNEY;
SWINGLEHURST, 2014).

Muitas estratégias foram desenvolvidas para prevenir a perda de fertilidade
em mulheres jovens e meninas submetidas a tratamentos anticancerigenos
gonadotdxicos, uma vez que as taxas de sobrevivéncia para a maioria dos canceres
esta por volta 80% (ROMAO; LORENZO, 2017). Varias op¢des estao disponiveis,
incluindo a criopreservacdo de embrides, odcitos (KOCH; LEDGER, 2013; LOREN et
al., 2013) e tecido ovariano, respectivamente e autotransplante (BORTOLETTO et al.,
2017).

1.1 Morbidade relacionada ao hipoestrogenismo — Perda de Fertilidade

1.1.2 Técnicas para preservacao de fertilidade

1.1.2.1 Criopreservacao de embrides e odcitos

A criopreservacao de embrifes é a técnica que apresenta maiores chances
de gestacdo. E até 2013 era a Unica técnica considerada estabelecida (padrédo) para
a preservacdo da fertilidade feminina. Considerando-se apenas a questdo da
qualidade reprodutiva, a medida do possivel deve ser a técnica mais indicada.

A criopreservacao de o6citos ndo é considerada mais experimental desde
2013, quando a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e a Sociedade

Europeia de Oncologia Médica (ESMO) aprovaram este procedimento. Mais de 1.000
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nascimentos tém sido relatados em todo o mundo a partir de od4citos criopreservados
(LOREN et al., 2013; NOYES; PORCU; BORIN, 2009).

A taxa de gestacdo e nacimentos apoOs a vitrificacdo de oocitos € de
aproximadamente 5,7% e recomenda-se pelo menos 20 odcitos puncionados para se
obter sucesso com essa técnica. Porém, o numero de odcitos recuperado de
pacientes sadias, muitas vezes é inferior a essa quantidade, e no caso de pacientes
gue sofrem de cancer, essa recuperacdo oocitaria pode ser ainda menor (DONNEZ;
DOLMANS, 2015).

1.1.2.2 Supressao ovariana

De uma forma geral, literatura tem demonstrado que pacientes pré-puberes
sdo mais resistentes a perda folicular durante a quimioterapia, reforcando que os
quimioterapicos atuam principalmente em células germinativas em crescimento,
presentes em maior quantidade em mulheres em idade reprodutiva(KAWAMURA et
al., 2015). Assim a manutencdo folicular em estado de repouso, estadio primordial dos
foliculos, com o uso de analogos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
promove a protecado ovariana diminuindo a sensibilidade ao tratamento gonadotéxico
e mesmo por inibir a irrigacdo sanguinea ovariana para esses foliculos (KAWAMURA
et al., 2015).

Pela estimulacdo ovariana inicial, os agonistas da GnRH devem ser
iniciados pelo menos uma semana antes do inicio da quimioterapia, e o seu efeito
devera durar até pelo menos 1 a 2 semanas apos o final do tratamento. Porém, como
efeitos secundarios as pacientes podem experimentar sintomas de menopausa,
embora esses efeitos sejam transitérios (DEL MASTRO et al., 2014).

Em estudos recentes observou-se que a Goserelina exibiu efeito protetor
ao ovario, reduzindo significantemente o risco de menopausa precoce e aumentando
as taxas de gestacao (MOORE et al., 2015; URRUTICOECHEA et al., 2008).

1.1.2.3Criopreservacao de Tecido Ovariano

De acordo com publicacbes mais recentes, a criopreservacdo e 0

autotransplante do tecido ovariano podem ser usados para restaurar a fertilidade em



16

pacientes com cancer, submetidas aos tratamentos anti-neoplésicos
convencionais .(DONNEZ; DOLMANS, 2015; KAWAMURA et al., 2015).

Embora ainda experimental na maioria dos paises do mundo, a
criopreservacdo e o autotransplante do tecido ovariano resultaram em mais de 86
bebés saudaveis em todo o mundo (JENSEN et al., 2017). com uma taxa de
natalidade viva de aproximadamente 25% por transplante (SALAMA et al., 2012). Em
Israel foi aprovada como terapéutica em 2016, e outros paises caminham na mesma

direcéo.

1.2 Morbidade relacionada ao hipoestrogenismo - A Osteoporose

Dentre os sintomas ndo ginecologicos mais importantes decorrentes do
hipoestrogenismo destaca-se a osteoporose, que cursa com expressivos gastos
publicos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a osteoporose esta
presente quando a densidade mineral 0ssea esta inferior a 2,5 desvios padrédo da
média do adulto ( -2,5 T score). Nos casos em que ha fraturas ou o desvio € superior
a 2,5 SD, a condi¢cdo é chamada de osteoporose “severa” (WHO STUDY GROUP,
1994.)

A osteoporose, caracterizada por diminuicdo significativa da densidade
mineral 6ssea e por consideravel aumento do risco de fraturas, é uma das doencas
mais comuns e incapacitantes associadas com o envelhecimento em mulheres (RAY
et al., 1997).

A perda do equilibrio cooperativo entre osteoblastos e osteoclastos, com
maior acdo osteoclastica devido ao hipoestrogenismo, causa varios distlrbios 6sseos,
alguns dos quais devido ao recrutamento anormal de osteoclastos. Os osteoclastos
sdo células primarias responsaveis pela reabsorcdo O0ssea, essas células sdo de
origem de células-tronco hematopoiéticas (MASUHARA et al., 2016, (PRIOR et al.,
2017, (RIGGS et al., 1969 )). A perda 6ssea relacionada a idade pode afetar também
os homens, principalmente a partir de seus 70 anos (HSU et al., 2014). Embora os
fatores de risco para osteoporose apresentem diferencas em relacdo ao sexo e a
idade, as fraturas decorrentes da osteoporose resultam em substanciais morbidades

e mortalidades em homens e mulheres (HALLING et al., 2005). Aproximadamente



17

34% das mulheres, a maioria na pés-menopausa, e 17% dos homens séo afetados
por essa doenca no mundo (JOHNELL AND KANIS, 2006).

Quando associada ao processo normal de envelhecimento € classificada
como primaria. Porém, quando associada a outras patologias, os pesquisadores
chamam-na de osteoporose secundaria (HSU et al., 2014). A secundaria é cada vez
mais diagnosticada em pacientes jovens com cancer, doenca celiaca, artrite
reumatoide e doenca inflamatadria do intestino, bem como naqueles que fazem uso de
medicamentos para Ulceras e doenca do refluxo gastroesofagico e alguns
antidepressivos. Estdo em risco de osteoporose secundaria, ainda, os pacientes pos-
cirurgia bariatrica bem como aqueles que recebem tratamentos hormonais para evitar
a recidiva de cancer de mama ou de prostata (HSU et al., 2014)

Como a osteoporose ndo se apresenta com sintomas evidentes, ndo é
incomum que ela seja diagnosticada até que o paciente sofra uma fratura. As fraturas
em adultos acima de 50 anos podem ser o primeiro sinal de fraqueza éssea devido a
osteoporose. Na Europa ocorrem, anualmente, 3,5 milhdes de novas fraturas sendo
as mais comuns: na coluna (620 mil), quadril (610 mil) e antebraco (560 mil)
(HERNLUND et al., 2013). A carga econdmica dessas injurias chega a 37 bilhdes de
dolares/ano. As fraturas reincidentes, os cuidados de longo prazo com fraturas e uso
de medicamentos para prevencao representam respectivamente 66, 29, e 5% desse
custo. Esses custos deverdo aumentar em 25% em 2025 (HERNLUND et al., 2013).

JA na América do Norte, de acordo com a National Osteoporosis
Foundation, nove milhdes de adultos nos Estados Unidos da Ameérica (EUA) tém
osteoporose e um adicional de 43 milhdes tém baixa densidade mineral 6ssea, ou
osteopenia, 0 que aumenta o risco de osteoporose e fraturas(HSU et al., 2014). A
mesma fundacgdo estima que até 2030, o numero de adultos acima de 50 anos com
osteoporose e baixa massa 6ssea vai crescer mais de 30%, podendo chegar ao
ndmero de 68 milhdes (HSU et al., 2014).

Em 2013, um estudo realizado por pesquisadores da Loyola University
Medical Center, em Maywood, lllinois, descobriu que causas secundarias de perda
Ossea estdo relatadas em até 60% dos homens, mais de 50% das mulheres na pré-
menopausa e cerca de 30% das mulheres na pds-menopausa que sao diagnosticados

com osteoporose (HSU et al., 2014).
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No mundo, fraturas anteriores e reincidentes também representam
1,180,000 anos de qualidade de vida perdidos por todos o0s pacientes acometidos por
osteoporose durante o ano de 2010. (HERNLUND et al., 2013). Nos Estados Unidos,
a osteoporose causa cerca de 2 milhdes de fraturas por ano, incluindo 547 mil fraturas
vertebrais, 300 mil fraturas de quadril e 135 mil fraturas pélvicas (JEE; YAO, 2001;
KALU, 1991).

Sabemos que o eixo reprodutivo da mulher € o unico que alcanga a
senescéncia enquanto outros 6rgdos do corpo geralmente continuam em pleno
funcionamento por mais alguns anos. Esse processo de deplecao dos 6vulos, que se
inicia antes do nascimento e termina no climatério, ndo pode ser predito precisamente
pela idade cronoldgica, ja que sua idade de ocorréncia é variavel entre as mulheres,
embora geralmente ocorra entre os 45 e 55 anos de idade (BUTLER; SANTORO,
2011), sendo assim, a maioria das mulheres, ira permanecer cerca de 30 anos em
estado de pos-menopausa, sob o0s efeitos decorrentes do hipoestrogenismo
(MESSIER et al., 2011).

Nesse estagio reprodutivo final, os ciclos menstruais podem ficar mais
curtos, devido ao aumento e da variabilidade dos niveis de FSH (horménio foliculo
estimulante) (HARLOW et al., 2012). Os periodos de elevacdo do FSH permitem que
os valores de estrogeno se mantenham relativamente estaveis, porém estes comecam
a reduzir até atingirem valores minimos na pds-menopausa (HARLOW et al., 2012).
Cerca de dois anos antes do periodo menstrual cessar, os niveis de estrégeno
comecam a declinar, decrescendo mais rapidamente por volta deste periodo e atinge
um platé dois anos mais tarde, juntamente com a estabilizacdo dos valores de FSH
(BURGER et al., 2008).

As alteracdes hormonais que ocorrem nessa fase levam a um conjunto de
sinais e sintomas que prejudicam o bem-estar da mulher e € por muitos, conhecida
como sindrome do climatério, moléstia menopausal ou sindrome menopausal (DE
LORENZI; BARACAT, 2005).

Além da osteoporose, as consequéncias decorrentes do hipoestrogenismo
se manifestam em variados graus como: instabilidade vasomotora, atrofia dos
caracteres sexuais secundarios e aumento do risco de doengas cardiovasculares.
Além desses sintomas, podem ocorrer também mudangas no comportamento e
alteracdes de humor. (DE LORENZI et al., 2006; POLI; SCHWANKE; CRUZ, 2010).
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Identifica-se atualmente uma lista crescente de fatores que contribuem para
a deterioracdo dos 0ssos, incluindo doencas cronicas e alguns dos medicamentos
usados para trata-las. Em mono ou politerapia, tais medicamentos podem interferir no
metabolismo 6sseo, alterando o equilibrio entre osteoclastos e osteoblastos. Alguns
medicamentos podem inclusive alterar a absor¢cdo de nutrientes importantes na
dindmica 6ssea, como o calcio e vitamina D (HSU et al., 2014).

Os inibidores de aromatase, drogas hormonais utilizadas para o cancer de
mama, também podem causar perda é6ssea. Nestes casos, a associacdo com
bifosfonados pode ajudar a combater a perda 6ssea (HSU et al., 2014).

Uso de corticosteroides, como prednisona, por exemplo, aumenta o risco,
de acordo com o American College of Rheumatology. Drogas anti-inflamatorias e
aguelas utilizadas para prevenir a rejeicado de 6rgaos apos transplante tém um efeito
negativo direto sobre as células do osso e podem interferir com o metabolismo de
calcio no organismo (HSU et al., 2014).

Tem-se aumentado esforcos para identificar os pacientes que estdo em
risco para a osteoporose secundaria de forma cada vez mais precoce, diante da
possibilidade iminente da fragilidade O6ssea e o risco acentuado de lesdo e
incapacidade (HSU et al., 2014).

As principais medidas recomendadas incluem: a realizagdo da
densitometria éssea para 0s pacientes que ndo estariam normalmente nos critérios
de incluséo para a realizacdo dos exames de forma rotineira; o tratamento de doencas
que contribuam para a perda de massa 0ssea; mudancas de estilo de vida e ainda
suplementos de célcio e de vitamina D, ou medicamentos especificos para
osteoporose como bifosfonados, por exemplo (HSU et al., 2014).

Sabe-se que pacientes com faléncia ovariana primaria apresentam maior
risco de fraturas do que mulheres que desenvolvem osteoporose devido a outras
causas, como: hipertireoidismo, tratamento com esteroides, hiperparatireoidismo
(JANKOWSKA, 2017).

Devido ao rapido aumento da carga de doencas que contribuem com o
aparecimento da osteoporose e do custo desta em todo o mundo, um objetivo razoavel
dos estudos cientificos € concentrar-se na reducdo de comorbidades associadas a

osteoporose.
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2 O RATO COMO MODELO EXPERIMENTAL

A rata, como a maioria dos mamiferos, é animal de fisiologia reprodutiva
estral, apresenta ovulacdo espontdnea e seu ciclo apresenta variacdes de
gonadotrofinas e esteroides gonadais semelhantes ao da mulher, constituindo um
importante modelo experimental para estudos referentes ao controle do ciclo ovariano
de mamiferos. Além disso, apresenta ainda um ciclo de curta duracao e anatomia que

facilita os procedimentos experimentais, conforme Figura 1 (FREEMAN, 1994).

Figura 1 — Desenho esquematico da anatomia do Utero e ovarios da rata (Rattus

norvegicus).

carvix uter!

uterino

gordura

Fonte: Norberto (2002).
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O conhecimento da relagdo entre a citologia vaginal e a funcao ovariana
propiciou a fisiologistas e bioquimicos um poderoso instrumento experimental.

Os periodos reprodutivos das ratas sdo chamados de ciclos estrais e
podem ser classificados como ciclos estrais continuos ou estacionais. O ciclo estral é
o periodo decorrente entre sucessivas fases de receptividade sexual, geralmente,
chamadas de cio ou estro com duracéo de cerca de 4 a 5 dias nas ratas. Os ciclos
podem ser monoestrais (uma vez por ano) ou poliestrais (duas ou mais vezes por ano)
e € caracterizado por quatro fases, diestro, proestro, estro e metaestro, as quais
podem ser determinadas pelos tipos celulares observados no esfregago vaginal
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; WANG et al., 2009)

Cada fase tem duracdo média de 24 horas e esta relacionada diretamente
com a flutuacéo dos niveis de estradiol (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Na rata o esfregaco da parede vaginal revela um padrdo mutavel de células
e muco de acordo com os niveis de estradiol. Na fase diestro I, em que as
concentracfes séricas de estradiol estdo baixas, o esfregaco vaginal exibe leucocitos
em numero mais alto, poucas células fusiformes cornificadas e algumas células
epiteliais (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

No diestro Il, observa-se esfregaco praticamente constituido apenas por
leucocitos. Segue-se entdo o aumento dos niveis séricos de estradiol e ocorre o pico
de LH, dando inicio a fase chamada proestro com atividade proliferativa do epitélio
vaginal e predominio de células arredondadas, polinucleadas que podem estar
dispersas ou agrupadas (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Com a queda dos niveis de estradiol coincidentemente com a ovulacdo e
formacdo do corpo lateo, ha diminuicdo da proliferacdo do epitélio vaginal,
apresentando esfregaco vaginal constituido predominantemente de células
cornificadas, dando o aspecto de “folhas secas” sendo esta fase chamada de estro
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

O curto periodo de tempo entre o estro e o diestro (doze horas), quando se
observam células cornificadas e leucdcitos é denominado de metaestro por alguns
autores (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

No comeco do estro, o esfregaco € composto quase exclusivamente de
células epiteliais cornificadas diferente das células cor. No fim do estro, aparece muito
Mmuco na rata, o ciclo se sucede rapidamente: os corpos amarelos ndo séo secretores

e 0 metaestro € curto, a ndo ser que se instale um processo de gravidez ou
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pseudogravidez. Em animais cujos corpos amarelos sdo secretores, 0 metaestro é
prolongado. Diestro, proestro e estro ocorrem na fase folicular da fungéo ovariana,
engquanto que o metaestro ocorre na fase lutea (MARCONDES; BIANCHI; TANNO,
2002).

Ja em primatas o ciclo reprodutivo é o ciclo menstrual, com duragdo meédia
de 28 dias, iniciando-se no primeiro dia de sangramento e finaliza na véspera do inicio
do préximo periodo de sangramento. Em macacas Rhesus e mulheres a ovulacéo é
espontanea, ocorrendo por volta da metade do ciclo (entre o 11° e 14° dias). Os
primatas sado sexualmente receptivos ao longo de todo o ciclo; portanto, nao
apresentam o estagio de estro durante o ciclo menstrual. O ciclo menstrual pode ser
também dividido em fase folicular, durante a qual o endométrio uterino se torna mais
espesso pelo endométrio, e litea em que, caracteristicamente, as artérias espiraladas
se apresentam mais tortuosas e as glandulas do endométrio exibem maior atividade
secretora. A menstruacado ocorre quando 0 corpo amarelo cessa a secrecao de
progesterona. O sangramento das artérias espirais e a queda do endométrio
persistem durante 3 a 5 dias, seguindo-se novo crescimento do endométrio
(MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Em relacdo a formacéao dos foliculos primordiais, outra importante diferenca
entre as fémeas de roedores e, especificamente, as mulheres também é observada,
visto que no ovario humano estes foliculos estdo presentes desde a vigésima semana
de vida fetal, enquanto que nas fémeas de roedores, formam-se durante os trés
primeiros dias ap0s o nascimento. O mesmo néo ocorre em relagdo ao recrutamento
e selecdo do foliculo antral, os mecanismos sdo semelhantes entre as fémeas de
roedores e primatas, entretanto, em roedores, mudultiplos foliculos tornam-se
dominantes a cada ciclo (HIRSHFIELD, 1991).

Para estudar agentes capazes de preservar 0 metabolismo 6sseo e
prevenir a osteoporose, diversos modelos animais tém sido utilizados. De acordo com
as diretrizes da Food and Drug Administration, estudos de metabolismo 6sseo com
base em modelos de ratos devem incluir avalia¢cdes da tibia proximal, fémur distal ou
vértebras lombares (THOMPSON et al., 1995). A rata ooforectomizada fornece um
excelente modelo animal pré-clinico que descreve com precisdo as caracteristicas
clinicas importantes do esqueleto humano esgotado com estrogénio e pode ser usado

para examinar respostas a agentes terapéuticos (LANE et al., 1999).
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O desenvolvimento especifico do sitio de osteopenia/osteoporose
esponjosa em ratas ooforectomizadas € uma das respostas bioldgicas mais
reprodutiveis na pesquisa esquelética (JEE; YAO, 2001). Apos a ooforectomia, ocorre
a perda rapida de massa e forca 6éssea esponjosas e, em seguida, prossegue a uma
taxa mais lenta de uma forma especifica do local para alcan¢ar uma fase estavel da
massa 0ssea apos 90 dias. As caracteristicas desta perda 6ssea imitam as alteracdes
0sseas apos ooforectomia ou menopausa em humanos (KALU, 1991).

Apesar do uso de criopreservacao de tecido ovariano para restaurar a
fertiidade, ndo h& estudos publicados abordando os efeitos desta técnica no
metabolismo 6sseo. Com o intuito de estudar os possiveis efeitos da criopreservagéo
de tecido ovariano no metabolismo 0sseo, de forma a interferir na morbidade de
pacientes jovens tratadas com quimioterdpicos contra as neoplasias, elaborou-se

esse estudo experimental.
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3 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do autotransplante de tecido ovariano com vitrificacdo no

metabolismo ésseo em ratas previamente castradas.

3.1 Objetivos especificos

e Analisar o reimplante de tecido ovariano ap0s criopreservagcao no omento
maior de ratas por meio de avaliacao histologica;

e Comparar os niveis de estradiol apos reimplante de tecido ovariano
criopreservado em ratas de grupos de intervalo precoce e tardio de pds-castracao;

e Comparar o metabolismo é6sseo apos reimplante de tecido ovariano

criopreservado em ratas de grupos de intervalo precoce e tardio de pos-castracao.
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4 METODOS

4.1 Animais

Este estudo incluiu 27 ratas Wistar (Rattus norvegicus) com idades entre
11 e 12 semanas e pesando 200 a 300 g, periodo no qual havia maturidade hormonal
e encerramento da placa de crescimento distal da tibia, que ocorre apés 3 meses de
idade, de acordo com JEE; YAO, 2001. 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 a entrada numero 79/2012 (ANEXO A).

4.2 Desenho Experimental

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%), temos que o célculo de amostra,
deve ser de 4,36 animais. Arredondando para o préximo namero inteiro, tem-se o valor
de 5 animais por grupo. Nesse estudo, utilizou-se o nimero minimo de 8 ratos no
grupo A, de forma a respeitar o calculo acima descrito, com 3 animais a mais,
garantindo certa margem de seguranca.

Foi realizada ooforectomia bilateral e o0s ovéarios extraidos foram
criopreservados via vitrificacdo. Os ovarios vitrificados foram entéo reimplantados nas
ratas ooforectomizadas, quer uma semana (grupo A, n = 8) ou um més (grupo B, n =

19) ap6s a ooforectomia, como mostra a Figura 2.
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Figura 2 — Fluxograma com divisdo dos animais em grupos por intervalo apos a

castracao.
Intervalo Precoce (7 dias)
y (n=8)
Divisdo dos grupos por ‘ -
intervalo pés-castragao ‘ -
N / Intervalo Tardio ( 30 dias)
(n=19)
N

Fonte:. Elaborado pelo autor (2017).

Foram realizados ensaios de estradiol sérico e analise histolégica do tecido
e datibia antes da ooforectomia (parametros basais), no final do periodo da castracéo
cirtrgica (parametros do periodo de castra e um més apos o transplante (parametros
de recuperacéao) (QUADRO 1).
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Quadro 1- Desenho do estudo

N ~ \
BASAL OOFORECTOMIA REIMPLANTE RECUPERACAO
o
L 27 ratas | Grupo A (n=8): 07| |_ GrgpoA :,07 | o erunos
¢ ooforectomia dias em dias apos _ grup
bilateral castragdo ooforectomia
e estradiol sérico
e histologia tibial e — — — 30 glias apos
ovariana Grupo B (n=19): Grupo B: 30 reimpante
30 dias em dias apSs
castracio ooforectomia
—  estradiol
sérico
— histologia
tibial e
ovariana
eutandsia

Fonte: Elaborada pela autora (2017)

4.3 Coleta de tecido ovariano e de tecido 6sseo

Apds 2h de jejum (para diminuir a quantidade de drogas necessarias
aadministradascao cirurgica) realizou-se assepsia com uso de gase estéril e solucao
de Clorexidina (Riohex 0,2% Solucao Clorexidina Aquosa Dermo Suave®) e tricotomia
da regido abdominal. Os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal de
ketamina/xilazina (40 mg/kg ou 5 mg/ kg, respectivamente) no quadrante abdominal
inferior direito, de acordo com as diretrizes da Federacéo de Associacdes de Ciéncia
Animal de Laboratorio (FELASA) (GUILLEN, 2012), conforme demonstrado no anexo
B. Apds efeito anestésico pleno, era injetada na regido subcutanea do dorso do animal
na quantidade de 10 ml de SF 0,9% para efeito de hidratag&o.

Entdo realizou-se a laparotomia exploradora, com exposicdo dos 6rgaos

pélvicos (ANEXO C) e ooforectomia bilateral sendo os ovarios dissecados, a fim de
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se retirar toda a gordura e todo o0 mesentério, conforme Figura 3, e entdo fatiados em
tamanho aproximado de 2 mm?3 com auxilio de microscépio.

Um ovario foi imediatamente submetido a andlise histolégica, enquanto o
outro foi criopreservado por vitrificagdo (n = 27).

Finalmente, a parede abdominal foi fechada e suturada usando fio de nylon
5-0 em dois planos (o plano peritbneo-aponeurdtico e a pele). No primeiro dia do pos-
operatorio, 120 mg/kg de acetaminofeno e 60 mg/kg de codeina foram administrados
continuamente, por via oral, as ratas para reduzir a dor. (Sanada et al., 2015)

No procedimento foram usados: lupa cirdrgica (Lupa com Led®, Protécni
Equipamentos, Araraquara, Sao Paulo, Brasil), microclampes vasculares de Acland,
microclampes vasculares, material de sutura mononailon 6-0, pincas de relojoeiro n°

3 e 5, tesouras curva e reta de microcirurgia e porta-agulhas Barraquier curvo.

Figura 3 — Tecido ovariano de ratas apds excisao cirargica e pré-congelacao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2013).

A: Os didmetros desta peca correspondem a 1,45mm (vertical) por 1,35 mm (horizontal);
B: Seccao de tecido ovariano de ratas em laminas para congelacao.

A bidpsia de tecido 6sseo da parte tibial proximal da pata esquerda traseira

também foi realizada.
Para tanto, ap0s a anestesia, realizou-se a tricotomia da parte interna da coxa
esquerda da rata com assepsia local. Realizou-se inciséo de 1,5cm de comprimento
com facil retirada da pele em torno da coxa. Devido ao fato de a fascia que recobre a
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musculatura desta area ser muito dificil de separar, divulsionou-se a musculatura dos
musculos gluteo méximo e o biceps femoral para visualiza¢do correta da musculatura
profunda, (que ndo séo revestidos de fascia), como visto na figura 4.

Uma vez exposta a musculatura profunda, divulsionou-se a musculatura
com posterior exposicao da parte proximal, anterior, cerca de 5,0 mm da insercéo da
tibia (FIGURA 4)

A leséo 0ssea foi realizada com uma broca helicoidal de 2 mm de diametro
acoplada a uma mini-broca (3i Implant Innovations Inc., Palm Beach Gardens, FL,
EUA). com uma rotacao de 12.000rpm e uma irrigagcéo constante com solucao
salina.

A broca foi posicionada verticalmente e em uma posicao perpendicular em
relacdo ao eixo longitudinal do osso para penetrar no cértex, atingindo o canal medular
profundo, mas sem atingir o lado contralateral (FIGURAS 4 e 5). Em seguida, a pele
foi suturada com monofilamento de nylon 3-0 (Shalon®) em pontos equidistantes. No
primeiro dia do pds-operatério, 120 mg/kg de acetaminofeno e 60 mg/kg de codeina
foram administrados continuamnete, por via oral, as ratas para reduzir a dor. (Sanada
et al., 2015)
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Figura 4: Passos cirargicos para procedimentos da bidpsia 6ssea tibial :(A) tricotomia
em porcao anterior de coxa esquerda; (B) medicao do local para o defeito 6sseo com
uma pinga;; (C) perfuragdo com broca de 2 mm de didmetro (D) defeito 6sseo apos a

perfuracao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2013).
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Figura 5 — Amostra de tecido ésseo da tibia proximal biopsiado com uso de fresa

trefina.

Fonte: Elaborada pelo autor (2013).

4.4 Vitrificacdo de tecido ovariano

Apés a excisao, os ovarios (=2 mm?3) foram dissecados antes de serem
seccionados em fragmentos de 2 mm3. O tecido de cada ovério foi submetido a
analise histolégica, enquanto o tecido do ovario contralateral de cada animal foi
criopreservado via vitrificacdo (n=27). A vitrificacdo e o subsequente aquecimento
foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2014) .

Resumidamente, os ovarios foram inicialmente equilibrados em HEPES
(Sigma-Aldrich/Merck) contendo 10% (v/v) de etilenoglicol e 10% (v/v) de DMSO
durante 20min a temperatura ambiente (23 a 26 °C) e depois imerso em solugéo de
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vitrificagcdo contendo 17% (v/v) de etilenoglicol, 17% (v/v) de DMSO e 0,75M de
sacarose em HEPES durante 3 min.

Os ovarios foram entdo transferidos individualmente com solucédo de
vitrificacdo 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 min. Usando forceps refrigerados, as amostras foram colocadas em

crioviais refrigerados contendo nitrogénio liquido.

4.5 Agquecimento de tecido ovariano

Para descongelar o cortex ovariano, os criotubos foram removidos do vaso
Dewar e mantidos a temperatura ambiente durante 2 min, seguido por imersdo num
banho de agua a 37°C durante 2 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 3 vezes com meio fresco para remover
o crioprotetor residual antes do reimplante, de acordo com um protocolo adaptado de
Lunardi et al. (2015). Cada amostra foi entdo submetida a um banho de 3 a 5 min em
solugdes contendo meio essencial minimo mais 10% de soro de vitelo fetal e

concentracdes decrescentes de sacarose (0,5M, 0,25M e 0,0M).

4.6 Autotransplante de tecido ovariano

Para comparar os efeitos precoce e tardio da castracao cirirgica, as ratas
foram divididas aleatoriamente em dois grupos (A e B). O autotransplante de tecido
ovariano vitrificado no omento maior foi realizado uma semana apds a ooforectomia
para o grupo A (n = 8) e um més para o grupo B (n = 19) de acordo com o tempo em
que o animal permaneceu sem 0S OVArios.

Partes dos ovérios foram implantadas no omento perto do estdmago
usando um ponto simples com uma sutura de nylon 4-0 sem anastomose vascular
(FIGURA 6). Ap6s o tratamento, o fechamento da parede abdominal foi realizado
utilizando um fio de monofilamento de nylon 5-0 em dois planos: o musculo e a pele

do peritbnio-aponeurdtico.
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Figura 6 — Cavidade abdominal de uma rata apos laparotomia evidenciando-se (seta)

o reimplante de tecido ovariano no omento maior.

Fonte: Elaborada pelo autor (2013).

A: A coloracgéo do tecido e a auséncia macroscopica de areas de necrose sugerem boa pega
do enxerto. Acima da seta, mais escuro, o figado. Abaixo do reimplante as algas intestinais,
recobertas por tecido fibrético e aderéncias, surgidos ap0s a terceira intervencao abdominal;
B e C: Tecido ovariano reimplantado no omento maior de ratas (ponto negro- fio de sutura).

Um més apds a AO em ambos os grupos (A e B), realizou-se ooforectomia
bilateral nas ratas. A cavidade abdominal foi aberta e os ovarios transplantados foram



34

identificados e avaliados macroscopicamente. O leito muscular também foi avaliado
para avaliagdo de vascularizacdo e possiveis adesfes circundantes. Os enxertos
foram posteriormente removidos e os animais foram submetidos a eutanasia com uma

dose letal do anestésico anteriormente utilizado.

4.7 Parametros antes e depois do autotransplante de ovério

4.7.1 Analise Hormonal

4.7.1.1 Determinacao do Estradiol

O nivel sérico de estradiol foi medido para ambos os grupos (Diagnostics
Biochem Canada Inc., Sensibilidade do ensaio, 10 pg/mL) em varios pontos de tempo
(antes da ooforectomia bilateral (nivel basal), imediatamente antes do autotransplante
(castracdo cirargica) e um més apos o autotransplante (reimplante). De acordo com o
protocolo de nosso laboratorio, foram colhidas amostras de sangue de 2,0 ml do plexo
retro-orbital com o auxilio de um tubo de hematécrito capilar heparinizado. Apd6s
centrifugagdo do sangue a 2500 rpm durante 15 min, o plasma foi coletado e
armazenado em um congelador para uso posterior em um ensaio hormonal. Foram
utilizados kits de ensaio de imunoabsor¢édo enzimatica (Diagnostics Biochem Canada
Inc., sensibilidade do ensaio, 10 pg/ml) para medir quantitativamente os niveis séricos

de estrogénio

4.7.2 Andlise histoldgica

4.7.2.1 Tibias

Em ambos os grupos, as bidpsias da tibia foram coletadas antes da
ooforectomia bilateral (linha de base), imediatamente antes do autotransplante
(castracgao cirargica) e um més apos o autotransplante (reimplante). As amostras de
biopsia da tibia foram ressecadas, fixadas em 10% de formaldeido neutro tamponado
e descalcificadas em solugdo de EDTA durante 2 semanas. Ap0s a descalcificagéo,
os espécimes foram submetidos ao processamento histolégico de rotina e a

incorporacao de parafina. Posteriormente, seccdes de parafina de 5 um da metafise
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da tibia foram desparafinadas e coradas com hematoxilina e eosina para exame de
microscopia optica (MALLUCHE; FAUGERE, 1986) A espessura trabecular e cortical,
diametro do canal de Havers, contagem de osteoblastos e osteoclastos e presenca
de osteoide foram avaliadas.

A metodologia utilizada para tal foi:

- Medidas diretas da espessura trabecular, da espessura cortical e do
diametro dos canais de Havers com uso de microscopio e régua milimetrada;

- Contagem de osteoblastos e osteoclastos na camara de Neubauer 30 por
70 mm e 4 mm de espessura utilizando-se a técnica de zig-zag;

- Deteccao simples de presencga ou auséncia de ostedides.

4.7.2.2 Ovarios

Em ambos os grupos, as amostras de ovarios foram submetidas a analise
histol6gica imediatamente apos a ooforectomia e, imediatamente, apdés a eutanasia
para avaliar as alteracdes histolégicas. As amostras de tecido ovariano foram fixadas
em paraformaldeido a 10% e incorporadas em parafina. As sec¢bes de 8 um foram
entdo preparadas para coloracdo com hematoxilina e eosina. As secbes foram
analisadas sob um microscopio de luz acoplado a um sistema de aquisicao de imagem
(LAZ 3.5, LEICA - modelos DM1000). O foliculo qualitativo e as avaliacdes histolégicas
foram realizadas utilizando classificacbes convencionais (BANCROFT; GAMBLE,
2008).

Para a realizac&o deste protocolo foram utilizados os seguintes parametros
de morfometria e histometria (HARRISON; CHAMBERS; GREEN, 1980):

a) Contagem de numero de foliculos por amostra:

— Quantificacdo de foliculos primordiais normais: definidos como
agueles que apresentam cavidade bem definida contendo um oécito com
um nacleo;

— Quantificacdo de foliculos primordiais atrésicos: aqueles que
apresentam células da granulosa em processo degenerativo e muitas
vezes com aparente degeneragcdo oocitaria, de forma a apresentar
ooplasma eosinofilico, contracdo e formacdo de grumos de cromatina ou
membrana nuclear enrugada;

b) Presenca ou ndo de corpo luteo (CL).
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4.8 Analise estatistica

As analises 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 (ROSNER, 2011) foi usada para
referéncia.

As varidveis do estudo foram dicotbmicas (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).
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5 RESULTADOS
5.1 Nivel de estradiol plasmatico

Em ambos os grupos houve queda do estrogeno apds castracéo e retorno
para niveis proximos aos fisioldégicos apos reimplante ovariano. Nao houve diferenca
estatisticamente significante na a variagao dos niveis de estradiol entre os dois grupos
de estudo (p=0.819). Nos animais com castracao cirargica precoce apesar da variacao
dos niveis basais (25.6+0.8ng/dL) para o status pés-castracao (19.0+1.1ng/dL) e apds
um més do reimplante (25.6+3.9ng/dL) ndo houve diferenca significante entre os trés
momentos de analise de estradiol (p=0.140). Porém, o grupo com castragao cirdrgica
tardia apresentou uma reducéo significante dos niveis de estradiol do pré-operatério
(28.0£1.1ng/dL) para o status poOs-castracdo (19.7+1.6ng/dL) e recuperacdo dos
niveis normais um més apoés a cirurgia de reimplante (25.8+0.5ng/dL) (p=0.001).

Figura 7: Avaliagdo dos niveis de estradiol nos animais com castragéo cirargica nos
trés tempos. * p< 0,05 versus baseline e um més pds-cirirgico do mesmo grupo
(ANOVA/Bonferroni)
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Fonte: Elaborada por Hirth (2013)

5.2 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), sendo os indices
semelhantes aos descritos na literatura, mesmo tais enxertos sendo feitos em ovarios
frescos, ou seja, ndo submetidos a nenhuma técnica de criopreservacéo. (ALBERTI,
2002).

No geral, aproximadamente 40,7% dos enxertos apresentaram foliculos
atrésicos, 27,3% exibiram foliculos atrésicos e primordiais e 13,5% apresentaram
foliculos primordiais e o corpo luteo (FIGURAS 8 e 9). Nenhum enxerto de ovério foi
encontrado nos restantes 18,3%; apenas esses animais foram encontrados em tecido

inflamatorio e cicatricial e/ou fibrose.

Figura 8 — Foliculos primordiais e corpo luteo de ovarios de ratas apés o reimplante.
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(2013).
A) Magnificagéo de 200x; B) Magnificacdo de 400x; Método de coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 9 — Foliculos atrésicos de ratas ap0s o reimplante.

A) Magnificacao de 200x; B) Magnificacdo de 400x; Método de coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

5.3 Parametros 6sseos

Osso cortical

Em geral, a espessura cortical média da tibia foi de 0,464 + 0,14 mm na
linha de base, 0,350 + 0,14 mm apds ooforectomia e 0,458 + 0,17 mm no més seguinte
ao AO (p <0,005) (GRAFICO 1).

Para o Grupo A (Intervencédo Precoce), espessura cortical média da tibia foi
de 0,461 % 0,14 mm na linha de base, 0,361 + 0,14 mm apdés ooforectomia e 0,461 +
0,17 mm no més seguinte ao AO (p <0,005) (GRAFICO 1).

No grupo de Intervencédo Tardia (Grupo B), a espessura cortical média da
tibia foi de 0,464 + 0,14 mm na linha de base, 0,350 + 0,14 mm apdés ooforectomia e
0,458 + 0,17 mm no més seguinte ao AO (p <0,005) (GRAFICO 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
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Gréfico 1 — Espessura cortical da tibia (mm).

ESPESSURA CORTICAL DA TiBIA (mm)

*(p,0,005)

NiVEIS BASAIS POS OOFORECTOMIA POS REIMPLANTE

B GRUPOA mGRUPOB = MEDIA

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).
Coluna azul (niveis basais): foram coletadas bidpsia da tibia e estradiol sérico; Coluna verde:
primeiro periodo apds ooforectomia (uma semana para o Grupo A e um més para o Grupo B);

Coluna laranja: periodo ap6s autotransplante (30 dias para ambos grupos). (P< 0,005)

Osso trabecular

Os resultados da espessura trabecular média foram 0,051 + 0,08 mm na
linha de base, 0,021 + 0,08 mm apdés ooforectomia e 0,0480 + 0,032 mm no més
seguinte ao AO (p <0,005) (GRAFICO 2).

Para os animais do grupo A obtivemos: 0,052 + 0,08 mm na linha de base,
0,021 + 0,08 mm apds ooforectomia e 0,0460 + 0,032 mm no més seguinte ao AO (p
<0,005) (GRAFICO 2).

Enquanto que para os animais do grupo B: 0,051 + 0,08 mm na linha de
base, 0,022 + 0,08 mm apds ooforectomia e 0,050 + 0,032 mm no més seguinte ao
AO (p <0,005) (GRAFICO 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 néo foi significante.



41

Gréfico 2 — Espessura trabecular da tibia (mm).

ESPESSURA TRABECULAR DA TiBIA (mm)

*(p>0,005)

GRUPO A (INTERVENCAO GRUPO B (INTERVENGCAO MEDIA
PRECOCE) TARDIA)

m NiVEIS BASAIS m POS OOFORECTOMIA  m POS REIMPLANTE

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Coluna azul (niveis basais): foram coletadas biépsia da tibia e estradiol sérico; Coluna verde: primeiro
periodo ap6s ooforectomia (uma semana para o Grupo A e um més para o Grupo B); Coluna laranja:
periodo apés autotransplante (30 dias para ambos grupos). (P>0,005)

No osso cortical, antes da ooforectomia, observamos tecido mole e 6sseo
durante a transicdo metafisaria-diafise, bordas de osteoblastos e osteOcitos em
espagos compactos. A borda dos osteoblastos estava ausente no grupo A, uma
semana apo6s a ooforectomia. Um més apo6s o autotransplante, houve auséncia de
trabéculas (FIGURA 10).
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Figura 10 — Histologia 6ssea cortical do Grupo A.

Fonte: Elaborado pelo autor (2013).

Grupo A (Grupo inicial): A) Antes da Ooforectomia: tecidos moles (seta branca), tecido
0sseo na transicdo metafisaria-diafisaria (seta preta), rima de osteoblastos (seta vermelha),
ostedcitos em compacto espacos (seta amarela); B). Apds ooforectomia (7 dias):
osteoblastos de rima ndo observados; C). Apés o reimplante (37 dias): auséncia de
trabéculas; Magnificacdo de 100x; Método de coloracao: Hematoxilina e Eosina.

No grupo B, 30 dias ap0s a ooforectomia, observamos canais extensos
ocasionalmente vazios (sem osteocitos) e focos de osteoblastos. No entanto, um més
apos o AO, observamos a formacdo de osso cortical contendo uma borda de

osteoblastos, canais e grandes lacunas contendo ostedcitos (FIGURA 11).

Figura 11 — Histologia 6ssea cortical do Grupo B.

‘
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Fonte: Elaborado pelo autor (2013).

Grupo B (Grupo Tardio): A) Antes da Ooforectomia: tecidos moles (seta branca), tecido 6sseo na
transicdo metafiséria-diafisaria (seta preta), rima de osteoblastos (seta vermelha), ostedcitos em
compacto espacos (seta amarela). B). Apds ooforectomia (30 dias): canais estendidos e lacunas em
tempos vazios (sem ostedcitos), osteoblastos vistos em surtos. C). Apos o reimplante (60 dias):
formagdo 6ssea cortical e trabecular contendo (seta), rima e canais de osteoblastos e grandes
lacunas contendo ostedcitos; Magnificacdo de 100x; Método de coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

Encontramos uma borda de osteoblastos e uma matriz hematopoiética no
0sso trabecular antes da ooforectomia. Posteriormente, 0 grupo a demonstrou uma
irregularidade da trabécula, uma semana apés a ooforectomia. Observamos uma
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matriz hematopoiética um més apds o AO (FIGURA 12).

Figura 12 — Histologia 6ssea trabecular do Grupo A.

Fonte: Elaborado pelo autor (2013).

Grupo A (Grupo inicial): A) Antes da ooforectomia: rima dos osteoblastos (seta vermelha) e matriz
hematopoiética (seta branca completa); B). Apés ooforectomia (7 dias): irregularidade das trabéculas;
C). Apos o reimplante (37 dias): matriz hematopoiética; Magnificagdo de 100x; Método de coloragéo:
Hematoxilina e Eosina.

No grupo B, um més apés a ooforectomia, observamos canais e lacunas
extensas ocasionalmente vazias (isto €, sem ostedcitos) e focos de osteoblastos. No
entanto, um més apos o ao, observamos a formacéo 0ssea trabecular contendo uma

borda de osteoblastos, canais e grandes lacunas contendo osteécitos (FIGURA 13).
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Figura 13 — Histologia 6ssea trabecular do Grupo B.

Fonte: Elaborado pelo autor (2013).

Grupo B (Grupo Tardio): A) Antes da ooforectomia: rima dos osteoblastos (seta vermelha) e matriz
hematopoiética (seta branca completa); B). Apés ooforectomia (30 dias): canais estendidos e lacunas,
ocasionalmente vazias (sem ostedcitos), osteoblastos vistos em surtos; C). Apds o reimplante (60 dias):
formacéo dssea trabecular contendo (seta), rima e canais de osteoblastos e grandes lacunas contendo
ostedcitos; Magnificacdo de 100x; Método de coloragédo: Hematoxilina e Eosina

Ao comparar o tempo de transplante, o grupo A apresentou espessura
cortical ligeiramente melhorada, espessura trabecular e contagem de osteoblastos,

mas essas altera¢des ndo foram significativas (p > 0,05).
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6 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 gonadotoxicas.

Usando os termos "criopreservagdo”, "salude oOssea", "menopausa" e
"metabolismo 6sseo” em pesquisas no banco de dados da PubMed, Lilacs e
Cochrane, ndo encontramos estudos publicados sobre os efeitos do autotransplante
de tecido de ovério criopreservado no metabolismo 6sseo.

Os estudos, com modelos animais, para osteopenia e osteoporose,
evidenciam que, nos modelos de ratas ooforectomizadas, a perda 6ssea € gradual e
irreversivel, tornando-se claramente mensuravel a partir dos primeiros dias. (JEE;
YAO, 2001)

Neste estudo, as ratas foram ooforectomizadas bilateralmente e seus
ovarios foram criopreservados via vitrificacdo. As amostras de biopsia de tecido 6sseo
foram analisadas uma semana (grupo A) ou um més (grupo B) apés o AO. O enxerto
foi bem-sucedido (apresentando foliculos) na maioria das ratas.

A andlise histologica dos parametros do osso cortical mostrou que, em geral,
as medidas da qualidade 6ssea pioraram com uma queda de 70% do valor inicial apos
7 dias de privacdo hormonal. e posterior restauracdo de cerca de 45% desse valor
apos a reimplantacdo do tecido ovariano. Ou seja, a espessura cortical 6ssea média
um més apos o AO foi semelhante a da linha de base.

No entanto, este efeito ndo foi evidente para espessura trabecular,
contagem de osteoblastos e para a deposicao de ostedides.

Esses resultados demonstram que a ooforectomia e a consequente
diminuicdo da producao de estradiol nos ovarios tém potencial papel na reducéo dos
valores dos parametros 0sseos. Apos o reimplante dos ovarios com aquecimento
vitrificado, a restauracdo da producdo de horménio sexual (estrogénio) nesses
animais resultou em uma melhoria significativa dos valores dos parametros 0sseos
nesses animais. No entanto, ndo conseguimos medir com precisdo os niveis de
horménio foliculo-estimulante (FSH) porque os kits utilizados ndo eram sensiveis o
suficiente para detectar variagbes nos niveis de FSH; assim, todos os resultados

foram os mesmos. Nossos achados sugerem que o autotransplante do tecido do
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ovario criopreservado pode normalizar o metabolismo 6sseo em ratas.

Alguns estudos ja forneceram evidéncias sobre as mudangas no
metabolismo 6sseo apOs a perda de horménios ovarianos devido a ooforectomia
(GALLAGHER, A. C.; CHAMBERS, T. J.,1995). Embora estes estudos tenham
demonstrado claramente uma relacéo direta entre a duragdo da auséncia hormonal e
a diminuicdo dos parametros 0sseos, resultando em osteopenia e osteoporose; eles
nao investigaram os efeitos hormonais sobre o metabolismo 6sseo apds o reimplante
de ovérios criopreservados.

A menopausa pode representar até 30-40% da vida de uma mulher e
produz sequelas como a desmineralizacdo pds-menopausa (isto é, osteoporose nos
casos mais intensos), aumento do risco de doencas cardiovasculares, deficiéncias
cognitivas, perda de qualidade de vida e desejo sexual (LOBO et al., 2014). Esses
achados evidenciam que o autotransplante do tecido do ovério criopreservado
restaura a funcdo hormonal e normaliza o metabolismo ésseo em ratas castradas. A
qualidade do osso é monitorada clinicamente medindo a densidade mineral 6ssea; no
entanto, informacdes adicionais, especialmente parametros histologicos, sao
necessarias para determinar com precisdo a fragilidade 6ssea e susceptibilidade a
fraturas (MCCREADIE; GOLDSTEIN, 2000).

A conexdo entre hormOnios sexuais e metabolismo 6sseo esta bem
documentada. Portanto, a osteoporose pds-menopausa € principalmente atribuivel ao
aumento da reabsorcao 6ssea de osteoclastos associados a deficiéncia de estrogénio.
Modelos de animais deficientes em estrogénio e estudos em seres humanos
mostraram viabilidade reduzida de ostedcitos na osteoporose pdés-menopausa. Como
0 estrogénio aumenta a apoptose dos osteoclastos maduros, o periodo de vida dos
osteoclastos se prolonga a medida que os niveis de estrogénio diminuem
(MCCREADIE; GOLDSTEIN, 2000). O estrogénio mostrou dobrar ou triplicar a taxa
de apoptose de osteoclastos in vitro e in vivo, um efeito aparentemente mediado por
Gab (PARFITT et al., 1996). Em contraste direto com seu efeito pré-apoptético sobre
0s osteoclastos, 0 estrogénio exerce um efeito antiapoptético sobre ostedcitos. Em
outras palavras, a perda de estrogénio compromete a viabilidade dos ostedcitos. Em
um estudo imunohistoquimico que avaliou a caspase-3 ativada como marcador de
apoptose em camundongos adultos ooforectomizados, a perda de estrogénio
aumentou a apoptose dos ostedcitos, 0 que é necessario para ativar a reabsorgao
osteoclastica (HUGHES et al., 1996).
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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 Califérnia em 2002 indicou uma associacao entre TH e um
risco aumentado de cancer de mama, o que convenceu muitas mulheres a interromper
ou diminuir a posologia de TH. Embora varios autores tenham demonstrado
posteriormente que a TH ndo aumenta significativamente o risco de cancer de mama
e doencas cardiovasculares, a confianca na TH néo foi totalmente restaurada. Quando
a TH é limitada ao periodo de transicdo da menopausa (4-5 anos), muitas vezes
simplesmente adia o inicio dos sintomas (EMERTON et al., 2010). Portanto, as
mulheres com menopausa prolongada (por exemplo, 30 anos) sdo susceptiveis de
sentir sintomas independentemente da terapia (LOBO et al., 2014).

Recentemente, Satpathy, Patra e Ahirwar (2015) descreveram o que eles
acreditavam ser uma epidemia de osteoporose e pediram novas estratégias para a
prevencdo da osteoporose a longo prazo. Dez anos antes, uma meta-anlise
encontrou uma reducao global de 27% nas fraturas vertebrais entre os usuarios de
estrogénio. Além disso, o estudo WHI (2002) de estrogénio-progestina relatou
reducbes de 33%, 29%, 35% e 24% na incidéncia de fraturas do quadril, do
braco/pulso, vertebral e total, respectivamente, entre as mulheres atribuidas ao
estrogénio mais a progestina em comparagdo com aqueles atribuidos ao placebo
durante um periodo de avaliacdo de 5,6 anos. No entanto, apesar da eficacia
temporaria da terapia hormonal exégena, a criopreservacdo e o autotransplante do
tecido ovariano estdo ganhando terreno como método alternativo para atrasar a
menopausa (ANDERSEN; KRISTENSEN, 2015).

A criopreservacdo do tecido ovariano foi desenvolvida ha mais de duas
décadas. Esta técnica preserva a grande reserva endogena de foliculos ovaricos que,
de outra forma, passaria por atresia e agora € utilizada para a preservacdo da
fertilidade para mulheres que enfrentam tratamentos gonadotoxicos, potencialmente,
esterilizantes e também pode ser usada para adiar a menopausa (HOVATTA et al.,
1997; SATPATHY; PATRA; AHIRWAR, 2015). Uma revisdo dos desenvolvimentos
tecnoldgicos nas técnicas de criopreservacao e armazenamento para tecido ovariano
foi recentemente publicada (RODRIGUEZ-WALLBERG; OKTAY, 2012). O tecido
ovariano pode ser criopreservado quando uma mulher é jovem e depois transplantada
apos a menopausa para restaurar as funcdes ovarianas (ANDERSEN; KRISTENSEN,
2015).
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Os ovarios de uma menina recém-nascida contém aproximadamente 2
milhdes de foliculos presentes em situacdo de repouso. Este pool de foliculos protege
fertilidade e ciclos menstruais desde a puberdade até a menopausa.
Independentemente da idade, uma série de foliculos de repouso sédo, continuamente,
estimulados para crescer, mas apenas um foliculo € selecionado para ovulagédo
durante cada ciclo (HOVATTA et al., 1997). Em média, as mulheres ovulam
aproximadamente 400 a 500 vezes desde a puberdade até a menopausa,
consequentemente, 99,9% dos foliculos degeneram. Muitos desses "foliculos
desperdicados” possuem a capacidade de desenvolvimento (para secrecao de
esteroides sexuais), mas ndo podem conter odcitos adequados para reproducdo
(GOSDEN, 2000). Conforme demonstrado pela reproducao assistida, esses foliculos
podem ser poupados da degeneracdo e continuar a crescer e secretar hormoénios
sexuais (BEHRE et al., 2015).

Além disso, a fertilidade ndo diminui significativamente com a perda de um
ovario. Uma mulher com um ovario produzira aproximadamente 20% menos 00citos
maduros em comparacdo com uma mulher com ambos os ovarios apos a estimulacéo
ovariana, indicando que a atresia do foliculo no ovério restante € reduzida e mais
foliculos sobrevivem ao estagio pré-ovulatério (PELOSI et al., 2015). Em mulheres
saudaveis, a perda de um ovario antecipa a idade de inicio da menopausa por apenas
um ano devido ao enorme excedente de foliculos. Em outras palavras, as mulheres
normais experimentariam pouco ou nenhum efeito sobre a fertilidade ou a idade de
inicio da menopausa apdés a remocao de fragmentos de tecido ovariano quando
jovem.

Nossos resultados demonstram uma associacao entre a atividade 0ssea e
o reimplante de tecido de ovério criopreservado e contribuem com evidéncias
potenciais dos beneficios do tecido de ovario criopreservado.

Uma possibilidade futura decorrente desses achados é a aplicacao deste

conceito a pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

A criopreservagdo e o autotransplante do tecido ovariano auxiliam a
melhora da qualidade 6ssea em ratas castradas.

O tecido ovariano criopreservado mantém suas caracteristicas histolégicas
apos o descongelamento e podem ser reimplantados no omento maior sem perder
sua integridade morfoldgica.

Apesar da expressiva variacao nos niveis hormonais em grupos submetidos
a diferentes periodos de castracéo cirargica, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre a variagdo dos niveis de estradiol. (p=0.819).

Ha a reverséo dos efeitos histoldgicos dsseos decorrentes da privacado do

estradiol apds autotransplante do tecido ovariano criopreservado.
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Fonte: Pinto (2008)
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ANEXO C- ANATOMIA DAS ESTRUTURAS DO ABDOME E PELVE DA RATA

Fonte: Pinto (2008).

A: Utero; B: trompa uterina; C: Utero (corno esquerdo); D: cérvix uterino; E: gordura abdominal: F: figado;
G: cécum; H: intestino delgado.
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ANEXO D- ESTRUTURAS REPRODUTIVAS DE UMA RATA FEMEA
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Utero (corno
esquerdo)

Fonte: Pinto (2008)
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RESUMO

A criopreservacao de tecido ovariano restaura fertilidade, mas nédo ha artigos publicados abordando seu uso
sobre 0 metabolismo 6sseo. Objetivos: Este estudo tem como objetivos avaliar os niveis de estradiol e o efeito
0sseo de tecido ovariano apos vitrificacéo e reimplantagdo em ratas castradas. Métodos: Realizado experimento
em 27 ratas com idade entre 11 e 12 semanas e pesando 200-300g. Todos os animais foram submetidos a
ooforectomia bilateral e 0 ovario foi criopreservado. O autotransplante ocorreu em dois periodos de acordo o
tempo de castracdo: apds 1 semana (grupo A, n = 8) ou apds 1 més (grupo B, n = 19). Mensuragdes de estradiol
sérico e analise histologica 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 £ 0,24mm (média + DP) na linha de base, 0,360 + 0,14mm apds ooforectomia e 0,445 + 0,17mm
em 1 més ap0s o reimplante (p < 0,005). As médias trabeculares foram 0.050 + 0,08mm (média £ DP) na linha

de base, 0,022 + 0,08mm apos ooforectomia e 0.049 + 0,032mm em 1 més ap0s o reimplante (p < 0,005).

Conclustes: Nao houve diferenca estatistica entre a variacdo do estradiol entre os dois grupos de estudo
(p=0.819).

Evidenciou-se que o transplante de tecido ovariano criopreservado restabeleceu os pardmetros 6sseos. Estes
resultados sugerem que a reimplantacdo ovariana em mulheres pode apresentar os mesmos efeitos benéficos

sobre 0 metabolismo 06sseo.

DESCRITORES: Menopausa. Osteoporose Pds-Menopausa. Estrogénios. Insuficiéncia Ovariana Primaria
ABSTRACT

Cryopreservation of ovarian tissue restores fertility, but there are no published articles addressing its use on bone
metabolism. Objectives: This study aims to evaluate estradiol levels and the bone effect of ovarian tissue after
vitrification and reimplantation in castrated rats. Methods: Experiment was performed in 27 rats aged 11 to 12
weeks and weighing 200-300g. All animals were submitted to bilateral oophorectomy and the ovary was
cryopreserved. Autotransplantation occurred in two periods according to castration time: after 1 week (group A,
n = 8) or after 1 month (group B, n = 19). Serum estradiol measurements and histological analysis of ovary and
tibia were made: before and after the oophorectomy period (early or late) and one month after reimplantation.
Results: In groups A and B, mean cortical thickness of tibia was 0.463 + 0.14 mm (mean £ SD) at baseline,
0.360 * 0.14 mm after oophorectomy and 0.445 + 0.17 mm at 1 month post reimplantation (p < 0.005). The
trabecular averages were 0.050 + 0.08 mm (mean + SD) at baseline, 0.022 + 0.08 mm after oophorectomy and
0.049 £+ 0.032 mm at 1 month after replantation (p <0.005).



65

Conclusions: There was no statistical difference between the estradiol variation between the two study groups (p
=0.819).

It was evidenced that the cryopreserved ovarian tissue transplantation restored the bone parameters. These results

suggest that ovarian reimplantation in women may have the same beneficial effects on bone metabolism.

KEY WORDS: Menopause. Osteoporosis, Postmenopausal. Estrogens. Primary Ovarian Insufficiency
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Contelido

7.2.1.1.1 Introdugdo

Muitas estratégias foram desenvolvidas para prevenir a perda de fertilidade em mulheres jovens e meninas
submetidas a tratamentos anticancerigenos gonadotéxicos porque isso melhora significativamente as taxas de
sobrevivéncia para a maioria dos canceres em 80% dos casos t. Véarias opg¢des estdo disponiveis, incluindo a

criopreservacdo de embrides, o4citos 23 e tecido ovariano, respectivamente e autotransplante ¢,

O envelhecimento 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 e

correm o risco de perda de fertilidade apds tratamentos anticancerigenos gonadotdxicos agressivos ®.

De acordo com publicacdes recentes, a criopreservacdo e o autotransplante do tecido ovariano podem ser usados
para restaurar a fertilidade em pacientes com céncer, em pacientes que ndo respondem aos tratamentos

convencionais de maneira adequada e as pacientes com insuficiéncia ovariana prematura 7.
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Embora experimental, a criopreservacao 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
Ossea e densidade mineral, aumentando assim o risco de fratura 6ssea. A osteoporose € uma importante
complicacdo da velhice em mulheres e esta fortemente associada a deficiéncia dos horménios sexuais, mas também
pode ser causada por alcoolismo ou tratamento com doses elevadas de corticosteroides °. Nos Estados Unidos, a
osteoporose causa aproximadamente 2 milhGes de fraturas anualmente, incluindo 547 000 fraturas vertebrais, 300

mil fraturas de quadril e 135 mil fraturas pélvicas 0.

Para estudar agentes capazes de preservar o metabolismo 6sseo e prevenir a osteoporose, diversos modelos animais
tém sido utilizados. De acordo com as diretrizes da Food and Drug Administration (FDA), estudos de metabolismo
6sseo com base em modelos de ratos devem incluir avaliagdes da tibia proximal, fémur distal ou vértebras lombares
2, O rato ooforectomizado fornece um excelente modelo animal pré-clinico que descreve com precisdo as
caracteristicas clinicas importantes do esqueleto humano quadro de hipoestrogenismo e pode ser usado para

examinar 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 rapida
de massa 0ssea esponjosa e da forga dssea e, em seguida, prossegue-se uma taxa mais lenta de perda para enfim
alcancar uma fase estavel da massa 6ssea apds 90 dias. As caracteristicas desta perda 6ssea imitam as alteragfes

Osseas apos ooforectomia ou menopausa em humanos .

O objetivo do nosso estudo foi avaliar os efeitos do autotransplante de tecido ovariano aquecido, apo6s vitrificagdo,

no metabolismo ésseo em ratas previamente ooforectomizadas bilateralmente.

7.2.1.1.2 Métodos

MATERIAIS E METODOS
Animais

Este estudo incluiu 27 ratas Wistar (Rattus norvegicus) com idades entre 11 e 12 semanas e pesando 200 a 300 g,
periodo no qual havia maturidade hormonal e encerramento da placa de crescimento distal da tibia, que ocorre
apos 3 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 Cear4, e arquivados

sob a entrada nimero 79/2012
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Desenho Experimental
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 méaximo de 0,2 (20%) e uma diferenca esperada entre os grupos (d) de 0, 5 (50%),
temos que o calculo de amostra, deve ser de 4,36 animais, arredondando para o préximo ndmero inteiro sera de 5
animais por grupo. Em nosso estudo, utilizamos o nimero minimo de 8 ratos no grupo A, respeitando esta regra

com certa margem de seguranca.

Foi realizada ooforectomia bilateral e os ovarios extraidos foram criopreservados via vitrificagdo. Os ovarios
vitrificados foram ent8o reimplantados para as ratas ooforectomizadas, quer uma semana (grupo A n = 8) ou um
més (grupo B, n = 19) ap6s a ooforectomia. Foram realizados ensaios de estradiol sérico e analise histoldgica do
tecido e da tibia antes da ooforectomia (parametros basais), no final do periodo da castracdo cirurgica (castragao

cirGrgica) e um més apos o transplante (parametros de recuperagéo)

Coleta de tecido ovariano e de tecido 6sseo

Apos 2h de jejum (para diminuir a quantidade de drogas necessarias administradas) realizou-se assepsia com uso
de gase estéril e solugdo de Clorexidina (Riohex 0,2% Solucéo Clorexidina Aquosa Dermo Suave®) e tricotomia
da regido abdominal. Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de ketamina/xilazina (40 mg/kg
ou 5 mg/ kg, respectivamente) no quadrante abdominal inferior direito, de acordo com as diretrizes da Federacdo
de Associagdes de Ciéncia Animal de Laboratorio . Apds efeito anestésico pleno, era injetada na regido

subcutanea do dorso do animal na quantidade de 10 ml de SF 0,9% para efeito de hidratag&o.

Entdo realizou-se a laparotomia exploradora, com exposicdo dos 6rgdos pélvicos e ooforectomia bilateral sendo
os ovarios foram dissecados, a fim de se retirar toda a gordura e todo o0 mesentério, e entdo fatiados em tamanho

aproximado de 2 mma

Um ovario foi imediatamente submetido a andlise histolégica, enquanto o outro foi criopreservado por

vitrificagdo (n = 27).

Finalmente, a parede abdominal foi suturada usando fio de nylon 5-0 em dois planos (o plano periténeo-
aponeurotico e a pele). No primeiro dia do pés-operatdrio, 120 mg/kg de acetaminofeno e 60 mg/kg de codeina

foram administrados continuamente, por via oral, as ratas para reduzir a dor.

No procedimento foram usados: lupa cirtrgica (Lupa com Led®, Protécni Equipamentos, Araraquara, Sao
Paulo, Brasil), microclampes vasculares de Acland, microclampes vasculares, material de sutura mononailon 6-

0, pingas de relojoeiro n° 3 e 5, tesouras curva e reta de microcirurgia e porta-agulhas Barraquier curvo.

A bidpsia de tecido dsseo da parte tibial proximal da pata esquerda traseira também foi realizada.
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Para tanto, ap6s a anestesia, realizou-se a tricotomia da parte interna da coxa esquerda da rata com assepsia local.
Realizou-se incisdo de 1,5cm de comprimento com facil retirada da pele em torno da coxa. Devido ao fato de a
fascia que recobre a musculatura desta area ser muito dificil de separar, divulsionou-se a musculatura dos
musculos glateo maximo e o biceps femoral para visualizagdo correta da musculatura profunda, (que nao séo

revestidos de fascia).

Uma vez exposta a musculatura profunda, divulsionou-se a musculatura com posterior exposicao da parte

proximal, anterior, cerca de 5,0 mm da insercdo da tibia.

A leséo 0Ossea foi realizada com uma broca helicoidal de 2 mm de diametro acoplada a uma mini-broca (3i
Implant Innovations Inc., Palm Beach Gardens, FL, EUA). com uma rotacdo de 12.000rpm e uma irrigacédo

constante com solucdo salina.

A broca foi posicionada verticalmente e em uma posicéo perpendicular em relagdo ao eixo longitudinal do 0sso
para penetrar no cortex, atingindo o canal medular profundo, mas sem atingir o lado contralateral. Em seguida, a

pele foi suturada com monofilamento de nylon 3-0 (Shalon®) em pontos equidistantes.

Vitrificacdo de tecido ovariano

ApoOs a excisdo, 0s ovarios (~2 mm3) foram dissecados para fora do tecido de gordura e mesentério, antes de serem
seccionados em fragmentos de 2 mm3. Metade dos tecidos ovarianos foram submetidos a analise histoldgica,
enquanto a outra metade foi criopreservada via vitrificagdo (n = 27). A vitrificacdo e o subsequente aquecimento

foram realizados de acordo com o protocolo descrito por Silva et al ¥ anteriormente.

Resumidamente, os ovarios foram inicialmente equilibrados em HEPES (Sigma-Aldrich / Merck) contendo 10%
(v/v) de etilenoglicol e 10% (v/v) de DMSO durante 20min a temperatura ambiente (23 a 26 °C) e depois imerso
em solugéo de vitrificagdo contendo 17% (v/v) de etilenoglicol, 17% (v/v) de DMSO e 0,75M de sacarose em
HEPES durante 3min.

Os ovarios foram entdo transferidos individualmente com solugdo de vitrificagdo minima para a superficie de um
cubo metélico flutuando em nitrogénio liquido. Os ovérios vitrificados foram armazenados em nitrogénio liquido
(-196 °C) durante 30 a 60 min. Usando forceps refrigerados, as amostras foram colocadas em crioviais refrigerados

contendo nitrogénio liquido.

Aquecimento de tecido ovariano

Para descongelar o cortex ovariano, os criotubos foram removidos do vaso Dewar e mantidos a temperatura
ambiente durante 2 min, seguido por imersdo num banho de dgua a 37°C durante 2 minutos. Foi realizada entdo
uma leve e suave agitacdo. Os contelidos dos criotubos foram rapidamente esvaziados em placas de cultura com
meio Leibovitz L - 15, e lavou-se 3 vezes com meio fresco para remover o crioprotetor residual antes do reimplante,

de acordo com um protocolo adaptado de Lunardi et al. (2015) . Cada amostra foi entdo submetida a um banho
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de 3 a 5 min em solugdes contendo meio essencial minimo mais 10% de soro de vitelo fetal e concentragGes
decrescentes de sacarose (0,5M, 0,25M e 0,0M).

Autotransplante de tecido ovariano

Para comparar os efeitos precoce e tardio da castracéo cirlrgica, as ratas foram divididas aleatoriamente em dois
grupos (A e B). O autotransplante de tecido ovariano vitrificado no omento maior foi realizado uma semana apés
a ooforectomia bilateral para o grupo A (n = 8) e um més para o grupo B (n = 19) de acordo com o tempo em

que 0 animal permaneceu sem 0S OVArios.

Partes dos ovarios foram implantadas no omento perto do estbmago usando um ponto simples com uma sutura
de nylon 4-0 sem anastomose vascular. Ap6s o tratamento, o fechamento da parede abdominal foi realizado

utilizando um fio de monofilamento de nylon 5-0 em dois planos: 0 musculo e a pele do peritbnio-aponeurotico.

Um més apés a AO em ambos os grupos (A e B), realizou-se ooforectomia bilateral nas ratas. A cavidade
abdominal foi aberta e os ovérios transplantados foram identificados e avaliados macroscopicamente. O leito
muscular também foi avaliado para avaliagdo de vascularizacdo e possiveis adesdes circundantes. Os enxertos
foram posteriormente removidos e 0s animais foram submetidos a eutanasia com uma dose letal do anestésico

anteriormente utilizado.

Par&metros antes e depois do autotransplante de ovério

Analise Hormonal

Determinag&o do Estradiol

O nivel sérico de estradiol foi medido para ambos os grupos (Diagnostics Biochem Canada Inc., Sensibilidade
do ensaio, 10 ng/mL) em varios pontos de tempo (antes da ooforectomia bilateral (nivel basal), imediatamente
antes do autotransplante (castracao cirrgica) e um més ap0s o autotransplante (reimplante). De acordo com o
protocolo de nosso laboratorio, foram colhidas amostras de sangue de 2,0 ml do plexo retro-orbital com o auxilio
de um tubo de hematocrito capilar heparinizado. Apds centrifugacdo do sangue a 2500 rpm durante 15 min, o
plasma foi coletado e armazenado em um congelador para uso posterior em um ensaio hormonal. Foram
utilizados Kits de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Diagnostics Biochem Canada Inc., sensibilidade do

ensaio, 10 ng/ml) para medir quantitativamente os niveis séricos de estrogénio.

Anaélise histologica
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Tibias

Em ambos os grupos, as biopsias da tibia foram coletadas antes da ooforectomia bilateral (linha de base),
imediatamente antes do autotransplante (castragao cirtirgica) e um més apds o autotransplante (reimplante). As
amostras de bidpsia da tibia foram ressecadas, fixadas em 10% de formaldeido neutro tamponado e
descalcificadas em solucdo de EDTA durante 2 semanas. Apds a descalcificacdo, os espécimes foram
submetidos ao processamento histoldgico de rotina e a incorporacgdo de parafina. Posteriormente, seccdes de
parafina de 5 um da metafise da tibia foram desparafinadas e coradas com hematoxilina e eosina para exame de
microscopia Optica . A espessura trabecular e cortical, didmetro do canal de Havers, contagem de osteoblastos e

osteoclastos e presenca de ostedide foram avaliadas.

A metodologia utilizada para tal foi:

- Medidas diretas da espessura trabecular, da espessura cortical e do diametro dos canais de Havers com uso de

microscopio e régua milimetrada;

- Contagem de osteoblastos e osteoclastos na camara de Neubauer 30 x 70 mm e 4 mm de espessura utilizando-

se a técnica de zig-zag;

- Detecgdo simples de presenga ou auséncia de ostedides.

Ovarios

Em ambos o0s grupos, as amostras de ovarios foram submetidas & analise histologica imediatamente apos a
ooforectomia e, imediatamente, apds a eutanasia para avaliar as altera¢des histoldgicas nos ovarios capturados
com vitrificagdo transplantada. As amostras de tecido ovariano foram fixadas em paraformaldeido a 10% e
incorporadas em parafina. As secc¢des de 8 um foram entéo preparadas para coloracdo com hematoxilina e
eosina. As secdes foram analisadas sob um microscdpio de luz acoplado a um sistema de aquisicéo de imagem
(LAZ 3.5, LEICA - modelos DM1000). O foliculo qualitativo e as avaliagdes histoldgicas foram realizadas

utilizando classificagdes convencionais 2.

Para a realizacdo deste protocolo foram utilizados os seguintes pardmetros de morfometria e histometria:

a) Contagem de nimero de foliculos por amostra:

- Quantificagdo de foliculos primordiais normais: definidos como aqueles que apresentam

cavidade bem definida contendo um o6cito com um nucleo;

- Quantificacdo de foliculos primordiais atrésicos: aqueles que apresentam células da
granulosa em processo degenerativo e muitas vezes com aparente degeneracdo oocitaria, de
forma a apresentar ooplasma eosinofilico, contracéo e formacao de grumos de cromatina ou

membrana nuclear enrugada;
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b) Presenca ou nao de corpo lGteo (CL).
Anélise estatistica

As analises 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 2 foi usada para referéncia.

As variaveis do estudo foram dicotdmicas (presenga/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 todos as variaveis 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.

7.2.1.1.3 Resultado (s)

RESULTADOS
Nivel de estradiol plasmético

N&o 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 variacao dos niveis basais (25.6+0.8ng/dL) para o p6s-
operatério imediato (19.0+1.1ng/dL) e pds-operatério de um més (25.6+3.9ng/dL) ndo houve diferenca
significante entre os trés momentos de andlise de estradiol (p=0.140). Porém, o grupo com menopausa tardia
apresentou uma reducdo significante dos niveis de estradiol do pré-operatério (28.0+1.1ng/dL) para o pos-
operatorio imediato (19.7+1.6ng/dL) e recuperagdo dos niveis normais um més apos a cirurgia (25.8+0.5ng/dL)
(p=0.001).

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 o corpo liteo. Nenhum
enxerto de ovario foi encontrado nos restantes 18,3%; apenas esses animais foram encontrados em tecido

inflamatério e cicatricial e/ou fibrose.
Parametros 6sseos

Osso cortical
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Em geral, a espessura cortical média da tibia foi de 0,463 + 0,14 mm na linha de base, 0,354 + 0,14 mm ap6s
ooforectomia e 0,446 + 0,17 mm no més seguinte ao AO (p <0,005) (GRAFICO 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 céalculos encontramos o valor de 5,28, concluimos que: p<0,005.
Osso trabecular

Além disso, a espessura trabecular média foi 0,051 + 0,08 mm na linha de base, 0,021 + 0,08 mm apds
ooforectomia e 0,0448 + 0,032 mm no més seguinte ao AO (p <0,005) (GRAFICO 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 célculos encontramos o valor de 0,472, concluimos que o p néo foi
significante.

No osso cortical, antes da ooforectomia, observamos tecido mole e 6sseo durante a transicdo metafisaria-diafise,
bordas de osteoblastos e ostedcitos em espacos compactos. A borda dos osteoblastos estava ausente no grupo A,

uma semana apos a ooforectomia. Um més apos o autotransplante, houve auséncia de trabéculas (FIGURA 1).

No grupo B, 30 dias apos a ooforectomia, observamos canais extensos ocasionalmente vazios (sem ostedcitos) e
focos de osteoblastos. No entanto, um més ap6s o AO, observamos a formagéao de osso cortical contendo uma

borda de osteoblastos, canais e grandes lacunas contendo osteécitos (FIGURA 2).

Encontramos uma borda de osteoblastos e uma matriz hematopoiética no 0sso trabecular antes da ooforectomia.
Posteriormente, o grupo A demonstrou uma irregularidade da trabécula, uma semana apés a ooforectomia.

Observamos uma matriz hematopoiética um més apds o AO (FIGURA 3).

No grupo B, um més apés a ooforectomia, observamos canais e lacunas extensas ocasionalmente vazias (isto é,
sem ostedcitos) e focos de osteoblastos. No entanto, um més apés o ao, observamos a formagéo éssea trabecular

contendo uma borda de osteoblastos, canais e grandes lacunas contendo ostedcitos (FIGURA 4).

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

trabecular e contagem de osteoblastos, mas essas altera¢des ndo foram significativas (p > 0,05).

Nossos resultados demonstram uma associagdo entre a atividade 6ssea e o reimplante de tecido de ovario

criopreservado e contribuem com evidéncias potenciais dos beneficios do tecido de ovario criopreservado.

Uma possibilidade futura decorrente desses achados é a aplicacdo deste conceito a pratica clinica.
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7.2.1.1.4 Discussdo

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 gonadotoxicas.

Usando os termos "criopreservagao”, "salde 6ssea”, "menopausa” e "metabolismo dsseo” 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 mensuréavel 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 AO. O enxerto foi bem-sucedido na maioria das ratas. Em ambos os grupos, em comparagdo
com os niveis basais, 0s niveis p6s-OA de estradiol aumentaram em quase metade dos animais, sugerindo
transplante bem-sucedido e recuperacéo da funcdo ovariana enddcrina. Além disso, a espessura cortical dssea
média um més apds o AO foi semelhante & da linha de base. Além disso, a espessura cortical 6ssea média na

linha de base foi semelhante a do més ap6s o AO.

A analise histoldgica mostrou que, em geral, as medidas da qualidade 6ssea pioraram apds a ooforectomia
bilateral e melhoraram apds OA, sugerindo que os enxertos de tecido ovariano tiveram efeito no metabolismo
0sseo. Este efeito foi evidente para espessura cortical, espessura trabecular e contagem de osteoblastos. No
entanto, ndo foram observadas alteragdes para a deposicao de ostedides. Observou-se melhora significante para a

espessura cortical e trabecular.

Esses resultados demonstram que a ooforectomia e a consequente diminuicdo da producgdo de estradiol nos
ovarios tem potencial papel na reducdo dos valores dos parametros 6sseos desses animais. Apds o reimplante dos
ovarios com aquecimento vitrificado, observamos a restauracdo da produgdo de horménio sexual (estrogénio)

nesses animais.

A restauragdo da producdo hormonal, por sua vez, resultou em uma melhoria significativa dos valores dos
parametros 6sseos nesses animais. No entanto, ndo conseguimos medir com precisdo 0s niveis de hormonio

foliculo-estimulante (FSH) porque os kits utilizados ndo eram sensiveis o suficiente para detectar variages nos
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niveis de FSH; assim, todos os resultados foram os mesmos. Nossos achados sugerem que o autotransplante do

tecido do ovario criopreservado pode restaurar a funcdo hormonal e normalizar o metabolismo 6sseo em ratas.

Alguns estudos ja forneceram evidéncias sobre as mudangas no metabolismo 6sseo ap6s a perda de horménios
ovarianos devido a ooforectomia. Embora estes estudos tenham demonstrado claramente uma relagéo direta
entre a duracdo da auséncia hormonal e a diminuicdo dos parametros dsseos, resultando em osteopenia e
osteoporose; eles ndo investigaram os efeitos hormonais sobre 0 metabolismo 6sseo apds o reimplante de ovarios

criopreservados.

A menopausa pode representar até 30-40% da vida de uma mulher e produz sequelas como a desmineralizacdo
pos-menopausa (isto &, osteoporose), aumento do risco de doencas cardiovasculares, deficiéncias cognitivas,
perda de qualidade de vida e desejo sexual 2. Esses achados sugerem que o autotransplante do tecido do ovario
criopreservado pode restaurar a fungdo hormonal e normalizar o metabolismo dsseo em ratas castradas. A
qualidade do osso é monitorada clinicamente medindo a densidade mineral éssea; no entanto, informagées
adicionais, especialmente parametros histologicos, sdo necessarias para determinar com preciséo a fragilidade

0Ossea e susceptibilidade a fraturas 2.

A conexdo entre hormdnios sexuais e metabolismo dsseo estad bem documentada. Portanto, a osteoporose pés-
menopausa é principalmente atribuivel ao aumento da reabsorcdo 6ssea 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 pds-menopausa. Como o estrogénio melhora a apoptose dos osteoclastos
maduros, o periodo de vida dos osteoclastos se prolonga a medida que o0s niveis de estrogénio diminuem =, O
estrogénio mostrou dobrar ou triplicar a taxa de apoptose de osteoclastos in vitro e in vivo, um efeito
aparentemente mediado por Gab . Em contraste direto com seu efeito pr6-apoptotico sobre os osteoclastos, o
estrogénio exerce um efeito antiapoptotico sobre ostedcitos. Em outras palavras, a perda de estrogénio
compromete a viabilidade dos ostedcitos. Em um estudo imunohistoquimico que avaliou a caspase-3 ativada
como marcador de apoptose em camundongos adultos ooforectomizados, a perda de estrogénio aumentou a

apoptose dos ostedcitos, 0 que é necessario para ativar a reabsorcéo osteoclastica .

Tradicionalmente, os sintomas relacionados & menopausa foram tratados com terapia hormonal (TH). No
entanto, a publicacdo de um relatdrio da Women's Health Initiative (WHI) na Califérnia em 2002 indicou uma
associacdo entre TH e um risco aumentado de cancer de mama, o que convenceu muitas mulheres a interromper
ou diminuir a posologia de TH. Embora varios autores tenham demonstrado posteriormente que a TH nao
aumenta significativamente o risco de cancer de mama e doencas cardiovasculares, a confianga na TH néo foi
totalmente restaurada. Quando a TH ¢é limitada ao periodo de transi¢do da menopausa (4-5 anos), muitas vezes
simplesmente adia o inicio dos sintomas #. Portanto, as mulheres com menopausa prolongada (por exemplo, 30

anos) sao susceptiveis de sentir sintomas independentemente da terapia 2.

Recentemente, Satpathy, Patra e Ahirwar 2” descreveram o que eles acreditavam ser uma epidemia de
osteoporose e pediram novas estratégias para a prevencdo da osteoporose a longo prazo. Dez anos antes, uma

meta-andlise encontrou uma reducgdo global de 27% nas fraturas vertebrais entre os usuérios de estrogénio. Além
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disso, o estudo WHI (2002) de estrogénio-progestina relatou redugdes de 33%, 29%, 35% e 24% na incidéncia
de fraturas do quadril, do braco/pulso, vertebral e total, respectivamente, entre as mulheres atribuidas ao
estrogénio mais a progestina em comparagdo com aqueles atribuidos ao placebo durante um periodo de avaliacao
de 5,6 anos. No entanto, apesar da eficacia temporaria da terapia hormonal exdgena, a criopreservacao e o

autotransplante do tecido ovariano estdo ganhando terreno como método alternativo para atrasar a menopausa 2.

A criopreservacao do tecido ovariano foi desenvolvida ha mais de duas décadas. Esta técnica preserva a grande
reserva enddgena de foliculos ovaricos que, de outra forma, passaria por atresia e agora é utilizada para a
preservacao da fertilidade para mulheres que enfrentam tratamentos gonadotéxicos, potencialmente,
esterilizantes e também pode ser usada para adiar a menopausa 22, Uma revisao dos desenvolvimentos
tecnolégicos nas técnicas de criopreservacgao e armazenamento para tecido ovariano foi recentemente publicada
%, O tecido ovariano pode ser criopreservado quando uma mulher é jovem e depois transplantada apds a

menopausa para restaurar as funcbes ovarianas 2.

Os ovarios de uma menina recém-nascida contém aproximadamente 2 milhGes 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
para crescer, mas apenas um foliculo é selecionado para ovulagéo durante cada ciclo 2. Em média, as mulheres
ovulam aproximadamente 400 a 500 vezes desde a puberdade até a menopausa; consequentemente, 99,9% dos
foliculos degeneram. Muitos desses "foliculos desperdicados" possuem a capacidade de desenvolvimento (para
secrecdo de esteroides sexuais), mas ndo podem conter odcitos adequados para reproducéo 3. Conforme
demonstrado pela reproducdo assistida, esses foliculos podem ser poupados da degeneracgéo e continuar a crescer

e secretar hormonios sexuais .

Além disso, a fertilidade ndo diminui significativamente com a perda de um ovério. Uma mulher com um ovério
produzird aproximadamente 20% menos o6citos maduros em comparagdo com uma mulher com ambos 0s
ovarios apo6s a estimulacdo ovariana, indicando que a atresia do foliculo no ovario restante é reduzida e mais
foliculos sobreviver ao estagio pré-ovulatorio . 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

apos a remogao do tecido ovariano quando jovem.

7.2.1.1.5 Conclusdo

CONCLUSAO

A criopreservacéo e o autotransplante do tecido ovariano auxiliam a melhora da qualidade 6ssea em ratas
castradas.

Apesar da expressiva variagao nos niveis hormonais em grupos submetidos a diferentes periodos de castracao

cirtrgica, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre a variagdo dos niveis de estradiol. (p=0.819).
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Ha a reversdo dos efeitos histologicos 6sseos decorrentes da privacdo do estradiol ap6s autotransplante do tecido

ovariano criopreservado.
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7.2.1.2 Histologia 6ssea cortical (H & E 100x)- Grupo A

A) Basal B)P6s- ooforectomia C)Pds-reimplante
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7.2.1.3 Histologia 6ssea cortical (H & E 100x)- Grupo B

A)Basal B)Pds-ooforectomia C) Pos-reimplante
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7.2.1.4 Histologia 6ssea trabecular (H & E 100x)-Grupo A

A)Basal B) Pés-ooforectomia C) Pds-reimplante
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7.2.1.5 Histologia 6ssea trabecular (H & E 100x)-Grupo B

A) Basal B) Pds-ooforectomia C) Pos-reimplante
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MENOPAUSA PRECOCE MENOPAUSA TARDIA MEDIA ENTRE OS GRUPOS

PGS OOFORECTOMIA | PGS REIMPLANTE

I 0,464

GRUPO A GRUPO B

7.2.1.6 Espessura cortical da tibia (mm) (p<0,005).

Azul :basal; Verde:castracdo ; Laranja:reimplante
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GRUPO A GRUPO B
MENOPAUSA PRECOCE MENOPAUSA TARDIA MEDIA ENTRE OS GRUPOS

PGS OOFORECTOMIA | PGS REIMPLANTE

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