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RESUMO

A obstrucdo das artérias uterinas promove isquemia e/ou necrose no Utero, no
entanto ndo se conhece com que intensidade essas lesées ocorrem. Os objetivos
deste estudo sdo: descrever e padronizar uma técnica de ligadura da artéria
uterina (LAU) direita em ratas ndo gravidas e avaliar os efeitos deste modelo em
Uteros e ovarios de ratas. Estudo experimental, utilizando 64 ratos, 48 fémeas e 16
machos (Rattus norvergicus, variedade albina) maduros, de fertilidade
comprovada. As ratas foram alocadas aleatoriamente em 8 grupos, de seis
individuos. Quatro grupos foram submetidos a técnica de LAU direita e
sacrificados nos dias 1, 7, 14 e 21 ap0s o procedimento. Outros 3 grupos foram
acasalados nos dias 1, 7 e 14 apos a LAU, e comparados com 0 grupo controle
guanto a fertilidade. Apos o sacrificio, eram retirados, para andlise histopatolégica,
0s ovarios, e 0s hemi-Uteros. Realizou-se analise histologica, que avaliou o Utero
guanto a congestdo, hemorragia, edema intersticial e perda de coesdo celular
através de um escore que varia de 0 a 3. Os ovarios foram avaliados de acordo
com o numero de foliculos em desenvolvimento e corpos liteos. Para a analise
estatistica foi utilizado o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
versdo 13.0, p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O projeto de
pesquisa foi enviado para a Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Universidade Federal do Cearda, com protocolo de nimero 90/08. O modelo da
técnica foi realizado em ratas ndo-gravidas utilizando a ligadura na porgéo inferior
da artéria uterina direita, mantendo o hemi-utero esquerdo (HUE) como controle.
Em nenhum momento dos dias de sacrificio, apés a LAU (1, 7, 14 e 21 dias),
houve diferenca entre os escores histologicos de isquemia dos hemi-Uteros
direitos (HUD) distais e proximais (p > 0,05). Os escores histoldgicos de isquemia
dos hemi-uteros direitos no decorrer do tempo aumentaram substancialmente a
partir do 7° dia (p=0,003). Da mesma maneira ocorreu com 0s hemi-Uteros
esquerdos (p=0,001). A Unica diferenca significativa observada na comparacéo
dos escores dos hemi-uteros direito e esquerdo ocorreu no 1° dia apés LAU
(p=0,026), a custa de congestdo. Os ovarios esquerdos nao apresentaram
alteracbes no numero de foliculos e de corpos luteos apdés LAU e, os ovarios
direitos apresentaram numero de foliculos e corpos luteos semelhante ao controle
a partir do 21° dia da LAU. A percentagem de ratas gravidas que foram
submetidas a LAU foi de 44,4%, comparado com 100% das ratas controle que
engravidaram (p=0,024). Observou-se ainda uma reducdo na média do nimero de
fetos por rata (p=0,029). Pode-se concluir que o modelo estabelecido foi efetivo e
de facil reprodutibilidade, bem como as alteracdes histolégicas encontradas no
Utero ocorrem de forma discreta. Em relacdo a funcdo ovulatoria, pode-se dizer
gue o numero de foliculos e corpos lateos dos ovarios direitos, a partir do 21° dia,
permaneceram semelhantes aos dos esquerdos (controle). A fertilidade, porém,
mostrou-se reduzida apods o estabelecimento desta técnica.

Descritores: ratos; fertilidade; modelos animais; isquemia; Gtero



ABSTRACT

The obstruction of the uterine arteries promotes ischemia or necrosis in the uterus.
However it is not known how strongly these injuries occur. The objectives of this
study are to describe and standardize a technique of right uterine artery ligation
(UAL) in non-pregnant rats and to evaluate the effects of this model in the uteri and
ovaries of female rats. An experimental study using 64 rats, 48 females and 16
males (Rattus norvegicus, albino variety) mature, with proven fertility. The rats
were randomly allocated into 8 groups of six individuals. Four groups were
subjected to the technique of right UAL and sacrificed on days 1, 7, 14 and 21 after
the procedure. Other 3 groups were mated on days 1, 7 and 14 after the UAL, and
compared with the control group regarding fertility. After sacrifice, ovaries and the
hemi-uteri, were removed for histological analysis wich was carried out histological
analysis, which evaluated the uteri and the congestion, hemorrhage, interstitial
edema and loss of cell cohesion through a score ranging from 0 to 3. Ovaries were
evaluated according to the number of follicles and corpora lutea. For statistical
analysis we used SPSS software (Statistical Package for Social Sciences) version
13.0, p <0.05 was considered statistically significant. The research project was
submitted to the Ethics Committee on Animal Research (ECAR) Federal University
of Ceara, under the number 90/08. The model of the technique was performed in
non-pregnant rats using ligation in the lower portion of the right uterine artery,
keeping the left hemi-uteri (LHU) as control. At no time during periods of ischemia
established (1, 7, 14 and 21 days) there was any difference between the
histological scores of ischemia of the right hemi-uteri (RHU) distal and proximal (p>
0.05). The histological scores of ischemia of the right hemi-uteri over time
increased significantly from day 7 (p = 0.003), just as occurred with the left hemi-
uteri (p = 0.001). The only significant difference observed when comparing the
scores of the right hemi-uteri and left occurred on day 1 after UAL (p = 0.026), due
to congestion. The left ovary showed no changes in the number of follicles and
corpora lutea after UAL, and the right ovary showed a number of follicles and
corpora lutea similar to control from the 21th day of UAL. The percentage of
pregnant rats that were subjected to ischemia was 44.4%, compared with 100% of
control rats that became pregnant (p = 0.024). There was also a reduction in the
average number of fetuses per mother (p = 0.029). It can be concluded that the
model established was effective and highly reproducible, and histological changes
found in the uteri are mild. As to ovulatory function, one can say that the number of
follicles and corpora lutea of the right ovaries, after 21 days, remained similar to
the left (control). Fertility, however, was reduced after the establishment of this
technique.

Keywords: rats; fertility; models, animal; ischemia; uterus
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1. INTRODUCAO

1.1. Histérico da Ligadura das artérias uterinas (L  AU)

A técnica da ligadura das artérias uterinas nasceu a fim de
solucionar os casos emergenciais de sangramentos puerperais intensos,
eventos que causam preocupacao constante aos obstetras (SERGENT et
al., 2004; HANSCH et al., 1999; HEBISCH; HUCH, 2002). Na Franca, no
periodo de 1995 a 1997, a hemorragia puerperal foi responséavel por 11,4%
das mortes maternas (NIZARD et al., 2003). Nas nacdes industrializadas, 13
a 16% das mortes maternas sao devidas as hemorragias obstétricas, a
maior parte ocorrendo no poés-parto (PHILIPPE; D'OREYE; LEWIN, 1997).
Na maioria dos casos séo tratadas facilmente através de condutas basicas
primérias, como massagens uterinas e administracdo de drogas
uterotdbnicas. No entanto o sangramento pode se tornar refratario a
terapéutica inicial e requerer acdo mais invasiva (DRIFE, 1997; SENTILHES
et al., 2008; SERGENT et al., 2004; TAMIZIAN; ARULKUMARAN, 2002).

Historicamente, o Unico tratamento para esses sangramentos
resistentes era a histerectomia abdominal pés-parto (NIZARD et al., 2003;
DRIFE, 1997; PHILIPPE; D'OREYE; LEWIN, 1997; MASON, 1998;
TAMIZIAN; ARULKUMARAN, 2002). A incidéncia da histerectomia de
emergéncia varia de 0,2 a 1,5 em cada 100 partos (ENGELSEN;
ALBRECHTSEN; IVERSEN, 2001), aumentando a taxa de morbi-
mortalidade (WINGPRAWAT; CHITTACHAROEN; SUTHUTVORAVUT,
2005). Esse método radical realizado em casos raros e extremos, com fins
de cessar a perda sanguinea e resguardar a vida da paciente cobra altos
precos: a infertilidade da paciente, e muitas vezes, pela dificuldade cirargica
de remover o segmento uterino inferior, probabilidade aumentada de ocorrer
lesbes de bexiga e ureter (HACKETHAL, 2008; ENGELSEN;
ALBRECHTSEN; IVERSEN, 2001).

A técnica preferencial a ser realizada deveria ser menos agressiva

possivel a ponto de: a) manter o Utero, b) evitar o aumento de estresse no
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equilibrio da homeostase e c¢) diminuir o tempo de realizacdo para reduzir o
uso de fatores de coagulagdo. (PHILIPPE; D'OREYE; LEWIN, 1997).
Surgiram, entdo, novos procedimentos com o0 intuito de evitar a
histerectomia: utilizacdo de balbes (inflados na cavidade endometrial
tamponando os vasos do endométrio), suturas uterinas (B-Lynch), e duas
classes de técnicas que promovem isquemia uterina, a embolizacdo das
artérias uterinas (EAU) e as ligaduras vasculares (HEBISCH; HUCH, 2002;
SERGENT et al., 2004; DOUMOUCHTSIS, 2007; SENTILHES et al., 2008;
DRIFE, 1997; HACKETHAL, 2008; HANSCH et al., 1999; TAMIZIAN;
ARULKUMARAN, 2002).

A EAU, desempenhada em obstetricia para interromper
hemorragia puerperal, surgiu em 1979 (MASON, 1998; PELAGE; LIMOT,
2008) mencionada através de um relato de caso em que foi utilizada como
tratamento de ultima linha para o sangramento incontrolavel. Com o passar
do tempo, este procedimento deixou de ser a ultima op¢&o e se tornou um
dos métodos preferidos por muitos autores que indicavam sua utilizagdo logo
apos a falha das condutas basicas em hemorragia pos-parto (SERGENT et
al., 2004; DOUMOUCHTSIS; PAPAGEORGHIOU; ARULKUMARAN, 2007;
PHILIPPE; D'OREYE; LEWIN, 1997).

Um dos principais motivos da preferéncia por este método € o fato
de ser minimamente invasivo e ndo necessitar de laparotomia, diminuindo a
perda sanguinea. No entanto, a EAU s6 se torna um procedimento ideal nos
casos de hemorragia puerperal que se enquadra em trés critérios: paciente
com estabilidade hemodinamica, disponibilidade de uma unidade de
embolizacdo (SENTILHES, 2008; PHILIPPE; D'OREYE; LEWIN, 1997;
SERGENT, 2004) e se a taxa de perda sanguinea ndo for excessiva
(DOUMOUCHTSIS; PAPAGEORGHIOU; ARULKUMARAN, 2007). Esta
técnica também estd limitada devido a necessidade de instrumentos
complexos especializados e de uma equipe de radiologistas
intervencionistas a disposicdo diuturnamente (SENTILHES, 2008;
DOUMOUCHTSIS; PAPAGEORGHIOU; ARULKUMARAN, 2007).
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Quanto as ligaduras vasculares, Sentilhes (2008) afirma que a
primeira técnica de ligadura de artéria pélvica citada foi a das artérias
hipogastricas, no fim do século XIX, como terapéutica para hemorragias
puerperais  persistentes. Contudo, poucos profissionais estavam
familiarizados com esta técnica, especialmente os obstetras, por nao terem
intimidade com o espaco retroperitoneal, ndo sendo, portanto, uma técnica
tdo bem sucedida quanto se esperava (SENTILHES, 2008; MAGANN;
LANNEAU, 2005). As complicacbes eram mais frequentes e muitas vezes
desastrosas como ligadura inadvertida do suprimento sanguineo arterial que
alimenta os membros inferiores e lesao ureteral (MASON, 1998).

Em contrapartida, a LAU apresenta o mesmo objetivo de
tratamento e oferece como vantagem menor taxa de morbimortalidade por
ser um procedimento mais rapido, de facil execucdo e facilmente
reproduzivel (TAMIZIAN; ARULKUMARAN, 2002; SENTILHES, 2008;
AKINOLA et al, 2005; SERGENT, 2004; HEBISCH; HUCH, 2002). Quando
comparada a EAU, mostra-se menos onerosa e pode ser realizada pelo
ginecologista-obstetra no momento do parto, sem a necessidade do uso de
instrumentos muito complexos, ou seja, técnica ideal para paises em
desenvolvimento (AKINOLA et al, 2005). Por causa dessas conveniéncias, a
LAU é considerada a técnica de ligadura vascular mais rotineira quando
comparada a ligadura das artérias hipogastricas (MASON, 1998).

Descrita desde 1952, a LAU foi realizada, pela primeira vez, pela
via abdominal (SERGENT et al., 2004; HEBISCH; HUCH, 2002). A partir de
entdo era utilizada geralmente em pacientes submetidas a cesariana que
desenvolviam sangramento persistente (MASON, 1998).

Estudo realizado em puérperas com sangramento incontrolavel,
no ano de 1987, mostra um indice de insucesso da LAU equivalente a 20%
das pacientes. Desse total de falhas, 60% ocorreram por defeitos de
coagulacéo, e os outros 40%, devido a presenca de placenta prévia acreta
(FAHMY, 1987). Baseando-se neste estudo, em 1994, AbdRabbo utilizou a
LAU associada a ligadura dos ligamentos Utero-ovaricos e redondos pela

primeira vez, conseguindo evitar a histerectomia em 100% dos casos, néo
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havendo modificagdo no ritmo, na duragdo, nem no volume menstrual apos
este procedimento (SENTILHES et al., 2008). Contudo, em 1995, O’Leary,
demonstrou uma eficacia de 96% ao realizar apenas a LAU em uma série de
265 puérperas.

Apesar de Mason (1998) afirmar que a LAU deveria ser realizada
necessariamente por via abdominal (durante uma cesariana ou através de
uma laparotomia no periodo poés-parto); um ano antes, Philippe, D’'Oreye,
Lewin, (1997) descreveram, pela primeira vez, a LAU por via vaginal, em
relato de caso de hemorragia puerperal intensa secundaria a atonia uterina.
Este procedimento obteve sucesso e evitou a histerectomia de emergéncia.
Em 2002, Hebisch e Huch também realizaram esta técnica por via vaginal
com o intuito de descontinuar sangramentos incontrolaveis em puérperas,
porém houve muitas criticas sobre a técnica descrita, devido ao risco de
lesdo ureteral em um campo operatério tdo limitado (PALACIOS
JARAQUEMADA, 2003; BAGGISH, 2003).

A utilizacdo da LAU, como método de isquemia em uteros de
ratas, para pesquisa, surgiu em 1964, a fim de demonstrar a importancia do
suprimento sanguineo uterino como fator controlador do crescimento fetal
(WIGGLESWORTH, 1974; BRUCE, 1972). A técnica foi aplicada no 17° dia
de gravidez, realizando-se ligadura unilateral da artéria uterina, ou seja,
apenas um corno uterino sofre isquemia, o outro corno servindo de controle.
Como consequéncia, houve morte de alguns fetos e uma reducéo
significante do peso dos fetos do corno experimental, quando comparado
com o peso dos fetos do corno controle. Interessante observar também que
os fetos que foram mais seriamente afetados quanto a restricdo do
crescimento (alguns evoluindo para morte) estavam mais proximo da
ligadura (Figura 1) (WIGGLESWORTH, 1974).
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Fonte: Wigglesworth (1974).
Figura 1. Suprimento sanguineo Utero-placentéario na rata gravida
apo6s a LAU unilateral.

Outro estudo mostrou que apés a LAU, no 17° dia de gestacéo,
houve morte e reabsorcéo parcial de 30% dos fetos (HUIZINGA et al., 2004).
Todavia, Bruce (1972) relata que a LAU realizada no dias 1, 2 e 7 de
gestacdo nado levou a nenhum efeito aparente no peso fetal. Observou-se
entdo, que a LAU em ratas, no 17° dia de gestacdo, promoveu insuficiéncia
placentaria levando a restricdo do crescimento fetal intra-uterino (RCIU).
Desde entdo, muitos pesquisadores tém utilizado este modelo para o estudo
das mudancas bioquimicas associadas com o retardo do crescimento fetal
(WIGGLESWORTH, 1974; VELASCO et al., 1973). Outro passo importante
foi a utilizacdo desta técnica de isquemia uterina em ratas ndo-gravidas, com
o intuito de avaliar a ovulacdo (PEPPLER, 1976a). LAU, associada a
ligadura das artérias ovarianas, foi realizada em cadelas e evidenciou-se que
os tecidos permaneciam viaveis apos a isquemia (O'LEARY, 1980)

Atualmente, a LAU em mulheres continua sendo uma das
técnicas mais aceitas para tratamento da hemorragia puerperal incontrolavel
(TAMIZIAN; ARULKUMARAN, 2002; HANSCH et al., 1999). Além de
Doumouchtsis, Papageorghiou e Arulkumaran (2007) demonstrarem que nao
houve diferenca estatistica entre a eficacia da EAU (91,7%) e das ligaduras
vasculares (84,6%), ainda afirmaram que a EAU esta limitada aos grandes
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centros devido ao alto grau de tecnologia e de especializacdo dos
profissionais médicos. Magann e Lanneau (2005) reafirmam a importancia
da LAU mostrando uma eficacia de 90%.

Além da utilizacdo da LAU para o tratamento de hemorragias
puerperais, esta técnica tem alcancado outros objetivos na ginecologia,
como no tratamento de miomas. A miomatose € uma patologia que afeta as
mulheres a partir da terceira década, raramente antes dos 20 anos de idade.
E a condicdo benigna mais freqiientemente encontrada no utero (SAPMAZ,
CELIK, 2003; RAVINA et al., 1995; AKINOLA et al., 2005) e seus sintomas
causam impacto consideravel na saude e no bem-estar das mulheres
(PRON et al., 2003). Uma das maiores complicagbes da miomatose € sua
associacado com a infertilidade (TAYLOR; GOMEL, 2008).

Até o inicio do século XXI a maioria dos tratamentos de mioma,
nas pacientes sintomaticas, era cirlrgico: miomectomia ou histerectomia
(PRON et al.,, 2003; SAPMAZ; CELIK, 2003; RAVINA et al., 1995;
MCCLUGGAGE et al., 2000; AZIZ et al., 1998; PARK et al., 2003; HOLUB et
al.,, 2008). A miomectomia era utilizada quando a paciente desejava
engravidar ou manter o Utero, porém, esta técnica muitas vezes promovia
algumas complicagdes que podiam prejudicar a fertilidade como
hemorragias intensas no trans-operatorio, evoluindo para histerectomia; e
aderéncias pélvicas (SAPMAZ; CELIK, 2003; MCCLUGGAGE et al., 2000;
SILVA et al., 2005; PARK et al., 2003).

Havia a necessidade de técnicas terapéuticas que tratassem do
mioma sem afetar a viabilidade uterina e a fertilidade (PRON et al., 2003;
DONNEZ; JADOUL, 2002). Surgiram entdo técnicas, utilizadas para o
tratamento das hemorragias puerperais, que promoviam a obstru¢cdo das
artérias uterinas, interrompendo o suprimento sanguineo do mioma, fazendo
0 mesmo involuir. Essas técnicas se tornaram alternativas seguras e
eficazes para substituir a histerectomia e miomectomia no tratamento da
miomatose uterina (VILOS; HOLLETT-CAINES; BURBANK, 2006;
BURBANK, HUTCHINS, 2000)
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Em 1995, foi relatado pela primeira vez o uso de EAU para
tratamento de miomas (RAVINA et al., 1995). Esta técnica esta bem
estabelecida na literatura, porém ainda apresenta como complicacdo maior a
insuficiéncia ovariana que atinge niveis muitas vezes preocupantes
(impedindo que seja realizada em mulheres na idade fértil) (DONNEZ;
JADOUL, 2002; TAYLOR; GOMEL, 2008; WALKER; PELAGE, 2002;
RAZAVI et al., 2002; TROPEANO et al., 2004), além das desvantagens ja
mencionadas anteriormente quanto ao custo para o sistema de saude e a
necessidade de profissionais de radiologia com materiais complexos
(LAURENT et al., 2008, SENTILHES et al., 2008; AKINOLA et al., 2005).

A LAU também passou a ser utilizada como um método
alternativo para o tratamento dos leiomiomas, seja ela realizada através de
laparoscopia (PARK et al., 2003; CHEN et al., 2003), laparotomia (LIU et al.,
2006) ou por via vaginal (AKINOLA et al., 2005; AKINOLA et al., 2009).

A LAU por via vaginal € considerada uma técnica simples, de
baixo custo, de recuperacédo rapida e sem exposi¢cao de irradiacdo sobre a
pele e ovarios (AKINOLA et al., 2005; AKINOLA et al., 2009). Pode também
ser realizada em pacientes miomatosas durante a cesariana reduzindo o
volume de perda de sangue puerperal e minimizando a necessidade futura
de outra cirurgia para miomatose, seja miomectomia ou histerectomia (LIU et
al., 2006).

A fertilidade provavelmente ndo é comprometida apés a LAU (LIU
et al., 2006; SENTILHES et al., 2008; HOLUB et al., 2008; HEBISCH; HUCH,
2002). Estudo recente realizado para avaliar a gravidez apds a oclusdo das
artérias uterinas (EAU x LAU) mostrou que ndo houve diferenca estatistica
no namero de mulheres que engravidaram apds a LAU (46,9%) e apos a
EAU (51,2%). As mulheres gravidas dos dois grupos ndo mostraram sinais
de significante angustia fetal ou retardo do crescimento, com excecdo de
apenas dois casos. As mulheres deste estudo que engravidaram apos LAU
ou EAU para o tratamento de miomatose tiveram aumento do risco para
partos pré-termos e cesariana. Gravidezes apds EAU tiveram maiores taxas

de abortamento espontaneo (56%) do que as gestacdes que ocorreram apos
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a LAU (10,5%) (HOLUB et al., 2008). Assim sendo, as técnicas de LAU
surgem como procedimento ideal para se tornar o método padrao-ouro de
isquemia uterina, tanto para o tratamento das hemorragias puerperais,
qguanto para tratamento de Uteros miomatosos, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde ha areas em que 0 acesso a alta tecnologia médica
é restrita (AKINOLA et al., 2009).

Em relacdo aos estudos experimentais da LAU, na atualidade,
tem-se observado a grande contribuicdo dessa técnica na observacdo dos
fetos com RCIU, pois essa condi¢do esta associada com o desenvolvimento,
nos ratos adultos, de patologias como doencgas cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2 e hipertensao arterial (HUIZINGA et al., 2004; LAMARCA et
al., 2005), tornando-se, entdo, um dos métodos mais freqientemente
empregados para estudar experimentalmente as consequéncias destas
doencas (HUIZINGA et al., 2004; PAN; YU, 2002; THAETE; NEERHOF,
2006; ENGELBREGT et al.,, 2002). Outros autores estabeleceram novos
modelos experimentais que promoviam o RCIU em ratas (PAN; YU, 2002;
HUIZINGA et al., 2004; TANAKA et al. 1994).

Ha também varios estudos da LAU em ratas nao-gravidas
apresentando muitos objetivos diferentes, dentre eles: avaliar as
consequéncias da isquemia na ovulacdo (ZACKRISSON et al., 2000;
PRADO; AOKI; ALDRIGHI, 2007), avaliar alteracdes histologicas e
bioquimicas em ovarios isquemiados (TASKIN et al., 1998), avaliar a direcéo
do fluxo sanguineo e mudancas na resisténcia em ovarios de ratas gravidas
(MASSA; BRUCE, 1997), avaliar a relacdo do aparecimento de apoptose no
ovario com o fenbmeno de isquemia-reperfuséo (IR) (OKAZAKI et al., 2005).
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1.2. Isquemia e Reperfusao (IR)

A IR, que promove uma cascata de eventos (THAETE;
NEERHOF, 2006), tem sido alvo de muitas pesquisas, e atualmente é um
tema frequiente em artigos cientificos, sendo cada vez mais necessario o
aprofundamento no conhecimento deste mecanismo de leséo tecidual.

A isquemia ocorre devido a uma reducdo no fluxo sangiineo,
geralmente como consequéncia de obstrugdo mecéanica no sistema arterial,
mas as vezes como resultado de queda catastrofica da presséo arterial ou
da perda de sangue. Por outro lado, hipoxia se refere a qualquer estado em
que existe reducdo do oxigénio disponivel. Pode ser causada pela reducao
na quantidade ou na saturacédo da hemoglobina (KUMAR; ABBAS; FAUSTO,
2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998; WALSHE; D'AMORE, 2008).

Em contraste com a hipdxia, na qual a producdo de energia
glicolitica pode continuar, a isquemia compromete a distribuicdo de
substratos para a glicélise. Dessa forma, nos tecidos isquémicos, a geracao
anaerobica de energia é interrompida depois que os substratos glicoliticos
sao exauridos, ou a funcéo glicolitica € inibida pelo acimulo de metabdlitos
que deveriam ter sido removidos pelo fluxo sangiineo. Por essa razéo, a
les&o isquémica apresenta tendéncia para lesionar os tecidos mais rapido do
que a hipoxia (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000;
MCCANCE, 1998; LICHTINGER et al., 2003).

A lesdo isquémica é a expressao clinica mais comum da lesao
celular causada pela privacdo de oxigénio. Alteracdes patologicas
complexas ocorrem em diversos sistemas celulares durante a isquemia
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998;
WALSHE; D'AMORE, 2008). Lesdes induzidas pela deficiéncia de oxigénio
podem ser reversiveis se ndo atingirem o chamado ponto critico ou de nao-
retorno. Até um determinado ponto, por um periodo de tempo que varia entre
as diversas células, a lesé@o pode ser reparada e células afetadas podem se

recuperar se 0 oxigénio e o0s substratos dos metabdlicos forem
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disponibilizados pela restauracdo do fluxo sangiineo (KUMAR; ABBAS,;
FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998).

Se a isquemia persistir, a estrutura celular continua a se deteriorar
devido a extensao progressiva dos mecanismos lesionais. Com o tempo, 0s
mecanismos energéticos da célula (a central oxidativa mitocondrial e a via
glicolitica) séo irreversivelmente danificados e a restauracdo do fluxo
sangilineo (reperfusdo) ndo consegue recuperar a célula danificada, que
evolui para morte celular por necrose ou por apoptose (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998; STEMPIEN-OTERO et
al., 1999; CAMPOS; YOSHIDA, 2004; PARK et al., 2003).

Em determinadas circunstancias, quando o fluxo sangiineo é
restaurado para células previamente isquemiadas, mas que ndo morreram, a
lesé@o é paradoxalmente exacerbada e continua de maneira acelerada. Como
consequéncia, os tecidos reperfundidos podem perder mais células além das
que estavam irremediavelmente danificadas ao final da isquemia (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998; STEMPIEN-
OTERO et al., 1999; GILMONT et al., 1998; GUIMARAES, 2007). Por esse
motivo, Celik (2004) considera o oxigénio como uma substancia essencial
para a vida e, a0 mesmo tempo, como uma das mais toxicas substancias
conhecidas do ser humano.

As conseqUéncias da lesédo celular dependem do tipo, estado e
grau de adaptacdo da célula lesionada (TRETYAKOV; FARBER, 1995;
AGUILAR-SILVA et al., 2002). Os mecanismos bioquimicos responsaveis
pela les@o celular sdo complexos. A ativacdo de proteases e fosfolipases
inespecificas induzida pelo acumulo de calcio intracelular no periodo de
reperfusdo, leva a sintese de mediadores pro-inflamatérios: o fator de
agregacdo plaquetaria (PAF) e os compostos eicosandides (leucotrienos,
tromboxano e prostaglandinas) (CAMPOS; YOSHIDA, 2004; THAETE;
NEERHOF, 2006).

Endotelina — 1 (ET-1) e PAF, ambos sé&o importantes mediadores
na fisiopatologia da isquemia e reperfusdo induzida por restricdo do

crescimento fetal no rato, contribuindo para a restricdo do crescimento fetal.
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A ET-1 é o vasoconstritor endégeno mais potente que existe. (THAETE;
NEERHOF, 2006). Kerrigan e Stotland (1993) descreveram que dentre os
mediadores, os que teriam papel mais importante no fenémeno da isquemia
e reperfusdo seriam PAF, leucotrieno B4 (LTB4) e tromboxano A2 (TXA2),
pois eles poderiam secundariamente ampliar a resposta inflamatéria pelo
aumento de mediadores peptideos, por exemplo, citocinas, como o fator de
necrose tumoral (TNF) (OKAZAKI et al., 2005) e a interleucina-1 (IL-1).

O TXA2 e LTB4 séo, respectivamente, subprodutos da acdo da
cicloxigenase e lipoxigenase sobre o acido aracdénico. Segundo Knight et al.
(1992), o LTB4 seria um potente quimiotatico de leucécito que favoreceria a
interacdo neutrofilo-célula endotelial com liberagcdo de radicais livres e
enzimas proteoliticas e o0 TXA2, além de induzir os neutrofilos a liberarem
radicais livres, seria um potente vasoconstritor e agregador plaquetario,
diminuindo o fluxo capilar ap6s reperfusdo. Da mesma forma, o PAF age
sinergicamente com a ET-1 diminuindo a perfusdo local (THAETE;
NEERHOF, 2006)

Estudos in vitro mostram que a interacdo neutroéfilo-célula
endotelial seria a responsavel pela liberacdo dos mediadores pro-
inflamatérios que desencadeariam a lesdo inflamatéria da reperfusdo
(SCHMID-SCHONBEIN, 1993). Em estudo experimental de isquemia e
reperfusdo em miocardio, Ashraf e Zhai (1995) mostraram que a relacéo
entre neutrofilo e célula endotelial ativaria o neutréfilo a produzir o anion
superéxido. Segundo Welbourn et al. (1991), os metabdlitos do acido
aracdonico, aléem de agirem como quimiotaticos, favoreceriam a interacéo
neutrofilo-célula endotelial, ativariam neutrofilos a produzirem mais radicais
livres de oxigénio e enzimas proteoliticas e afetariam o fluxo sanguineo pela
acao direta na microcirculacdo. Augustin et al. (1992) propuseram gue 0S
neutrofilos, além de aderirem a célula endotelial provocando leséo, poderiam
se acumular na microcirculagao (plugging), levando a uma obstrugcdo do
fluxo sanguineo, fenbmeno conhecido como no reflow, ou seja, dificuldade
para restaurar a perfusdo adequada da microcirculacdo, apds a isquemia e

reperfusdo, fendbmeno anteriormente descrito por Ames; Wright e Kowanda
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(1968), na circulagéo cerebral e por May, Chait e O'Brien (1978), em retalhos
livres experimentais.

A lesao celular resulta de anormalidades funcionais e bioquimicas
em um ou mais componentes celulares essenciais. Os alvos mais
importantes dos estimulos nocivos sdo: a) respiracao aerdbica envolvendo a
fosforilacdo oxidativa e a producdo de adenosina trifosfato (ATP); b)
integridade das membranas celulares, da qual depende a homeostasia
ibnica e osmatica das células e de suas organelas; c) sintese protéica; d)
citoesqueleto; e e) integridade do componente genético da célula (KUMAR,;
ABBAS; FAUSTO, 2005; PEREIRA, 2000; MCCANCE, 1998; TRETYAKOQV,
FARBER, 1995; CELIK, et al., 2004).

Todo esse mecanismo promove alteracdes histologicas como
edema intersticial (um dos primeiros eventos da lesdo isquémica), perda de
coesdo celular, congestdo, hemorragia, infiltrado neutrofilico (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005; SAGSOZ; KISA; APAN, 2002; YAZICI et al., 2007,
GILMONT et al.,, 1998; CELIK, et al., 2004). Esses mesmos parametros
(edema, perda de coeséo celular, hemorragia e congestdo) vém sendo
utilizados para avaliagdo do grau histopatologico de isquemia, através da
atribuicdo de scores que variam de 0 a 3, no qual O significa auséncia de
lesdo e o0 3 lesdo acima de 66% no tecido observado (SAGSOZ; KISA;
APAN, 2002; YAZICI et al., 2007). Por outro lado, a aparéncia macroscopica
nao se relaciona com o grau histopatolégico de isquemia (TASKIN et al.,
1998), ndo sendo, por isso, um indicador confiavel.

E para avaliar essas alteracfes histologicas necessita-se de um
modelo ideal para realizar a técnica experimental. A pesquisa experimental
cirirgica tem se expandido nas ultimas décadas devido a melhoria no
suporte anestésico, qualidade da infra-estrutura para monitorizacdo per e
pos-operatoria e uma busca incansavel por modelos que mimetizem
condicbes patoldgicas da espécie humana. Os alvos principais destas
pesquisas sao aprimorar o conhecimento que envolve 0S mecanismos
fisiopatoldgicos de doencas, empreender ensaios terapéuticos com novos

farmacos, estudar marcadores biolégicos e avaliar novas técnicas com
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perspectivas de aplicabilidade na espécie humana (SCHANAIDER; SILVA,
2004).

Escolher o modelo ideal ndo € simples. Quanto mais se aproxima,
em suas caracteristicas fisioldgicas, anatbmicas e organicas do ser humano,
maior a aplicabilidade de suas conclusdes. (SCHANAIDER; SILVA, 2004)
Por estes motivos, foi eleito o rato (Rattus novergicus, variedade Wistar
albina), pois os modelos de IR sdo de facil execucdo em animais de
pequeno porte. Os ratos também sao muito resistentes as infecgdes.
(SCHANAIDER; SILVA, 2004) Além de tudo isso, os ratos sdo animais de
facil manipulagéo, possuem ciclos estrais e prenhez de curta duracdo, sendo
por estes motivos mais utilizados em experimentos reprodutivos (BRUCE,
1976b). Existe outra semelhanca com os seres humanos que justifica a
utilizacéo deste animal, o suprimento sanguineo ovariano € derivado de dois
maiores vasos: a artéria ovariana, que deriva da aorta abdominal ou da
artéria renal; e o ramo ovariano derivado da artéria uterina (MASSA;
BRUCE, 1997; ZACKRISSON et al., 2000).

Especula-se, entdo, de que forma o Utero pode permanecer viavel
apos procedimentos que promovam a interrupcado do principal suprimento
sanguineo, a artéria uterina (BANU et al., 2007) e quando o fluxo colateral
via ovario se desenvolve a ponto de suprir o Gtero (PARK et al., 2003)

E admissivel supor que a obstrucéo das artérias uterinas promova
isquemia podendo até promover necrose no utero (BANU et al., 2007;
SHASHOUA et al.,, 2002), no entanto ndo se conhece se ha alguma
localizacdo mais freqliente para ocorrer alteracdes histopatologicas (porcéo
proximal ou distal da ligadura da artéria uterina) e qual o periodo para o
aparecimento destas lesoes.

Dentre as caracteristicas patolégicas de miomas uterinos, sob
isquemia, avaliadas apos a EAU realizadas em dez pacientes, encontrou-se
que em dois casos havia focos de necrose miometrial fora dos leiomiomas,
sugerindo que necrose macica e infarto no Gtero, embora raro, seja possivel
(MCCLUGGAGE et al., 2000). Outros autores também relatam a necrose

uterina apos a isquemia por EAU, mostrando que as lesbes isquémicas
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podem nao ficar restritas somente ao mioma (COLGAN et al., 2003;
GODFREY; ZBELLA, 2002; SHASHOUA et al, 2002; BANU et al., 2007).

Ha localizacbes do utero que sofrem de maneira diferente a
isquemia promovida pela LAU. Estudo mostra que a LAU, quando realizada
proximo ao colo uterino, causa completa obstru¢cdo do suprimento fetal
localizado na por¢do mais proxima da ligadura, resultando em morte de 30%
dos fetos (HUIZINGA et al.,, 2004). O Unico suprimento do Utero, apos a
ligadura, € derivado da artéria ovariana promovendo a sobrevivéncia dos
fetos na porcao distal a ligadura (HUIZINGA et al., 2004). O crescimento dos
fetos, apds a ligadura, depende de sua posigcdo no corno uterino, pois
mecanismos compensatorios sdo providos aos fetos principalmente os que
estdo distante da ligadura (NUSKEN et al., 2007)

Indagam-se também as consequéncias da LAU sobre a ovulacao,
sabendo que o0 suprimento sanguineo ovariano via artéria uterina é
importante para uma resposta completa da ovulacdo (ZACKRISSON et al.,
2000). Estudos da ovulacdo in vitro e in vivo indicaram que um fluxo
sanguineo aumentado e constante associado ao aumento da permeabilidade
vascular é muito importante durante os estagios dos processos ovulatérios
imediatos a ruptura folicular. Ou seja, uma alta pressao de perfuséo continua
se mostra essencial para o sucesso da ovulacdo (ZACKRISSON et al.,
2000). Por esse motivo, em ratas, a taxa de fluxo sanguineo ao ovario é alta
em relacdo a maioria dos outros 6rgaos do corpo (MASSA; BRUCE, 1997).
Prado, Aoki e Aldrighi (2007) ndo encontraram diferencgas entre os pesos dos
Gteros de ratas submetidas a ligadura no ramo ovariano do vaso uterino e as
ratas do grupo controle, o que sugere que a funcdo hormonal dos ovarios
das ratas talvez ndo dependa exclusivamente do fluxo sanguineo
proveniente dos ramos ovaricos das artérias uterinas, ja que se acredita que
0 estrogénio exerce uma funcéo uterotréfica com efeito indireto no peso do
uatero.

O estudo da IR ja esta amplamente difundido em artigos e livros,
apesar de seu mecanismo fisiopatoldégico permanecer pouco esclarecido.

Muitos estudos histopatologicos, que pesquisam a isquemia, foram
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realizados em Orgdos e estruturas como ovarios, figado, rins, intestino,
endotélio (YAZICI et al., 2007; SAGSOZ; KISA; APAN, 2002; CELIK et al.,
2004; CAY et al.,, 2006; TASKIN et al., 1998; STEMPIEN-OTERO et al.,
1999; ROCOURT; MEHTA; BESNER, 2007; TRETYAKOV; FARBER, 1995;
SABA et al., 2007), todavia, até 0 momento, Sdo escassas as pesquisas que
buscam um modelo que quantifiqgue o grau de isquemia uterina e, menos
ainda, aquelas que quantificam o grau de isquemia através de avaliacéo
histopatolédgica tanto em ratas quanto em mulheres (BANU et al., 2007).

Ha alguns estudos que avaliam complicacdes isquémicas pos-
EAU em mulheres, mas oferecem poucos detalhes sobre as caracteristicas
histolégicas do utero, aprofundando-se, de fato, nas alteracdes isquémicas
microscoépicas dos miomas (AZIZ et al., 1998; MCCLUGGAGE et al., 2000).

Por este motivo, fazem-se necessarias algumas respostas a
respeito da isquemia do Gtero quanto as suas alteracdes histoldgicas, funcao
ovariana e seu relacionamento com os vasos colaterais, com o intuito de
permitir o estabelecimento permanente desta técnica minimamente invasiva
no meio académico, oferecendo mais seguranca e conforto para as

mulheres e menos 6nus para o sistema de saude e a sociedade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

X/
o

X/
L X4

Descrever e padronizar uma técnica de ligadura da artéria uterina
unilateral direita em ratas ndo-gravidas;
Avaliar os efeitos da ligadura da artéria uterina unilateral direita em

Uteros e ovarios de ratas nao-gravidas.

2.2. Especificos

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Descrever 0 modelo de isquemia realizando a ligadura da artéria
uterina direita em ratas nao-gravidas;

Comparar as alteracfes histopatologicas relacionadas a isquemia
entre as porcdes distal e proximal dos hemi-uteros direitos (HUD) nos
dias 1, 7, 14 e 21 apds a LAU direita;

Comparar as alteracdes histopatologicas relacionadas a isquemia dos
HUD (teste) nos dias 1, 7, 14 e 21 apoés a LAU direita;

Comparar as alterages histopatoldgicas relacionadas a isquemia dos
hemi-Uteros esquerdos (HUE) (controle) nos dias 1, 7, 14 e 21 apés a
LAU direita;

Comparar as alteracbes histopatologicas relacionadas a isquemia
entre HUD (cujas uterinas foram ligadas) e HUE (controle) nos dias 1,
7,14 e 21 apdés a LAU direita;

Avaliar a funcédo ovulatoria dos ovarios ipsilaterais e contralaterais a
ligadura da artéria uterina direita contando o numero de foliculos em
desenvolvimento e corpos luteos nos dias 1, 7, 14 e 21 apés a LAU;
Avaliar a fertilidade ap6s a LAU direita através do percentual de ratas
gravidas e da média do numero de fetos por rata ligada nos dias 1, 7

e 14 apods a LAU, comparando com um grupo controle intacto.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. Tipo e local do estudo

Estudo experimental desenvolvido no Laboratério de Cirurgia
Experimental Prof. Saul Goldenberg, no GRUPO DE EDUCACAO E
ESTUDOS ONCOLOGICOS (GEEON), Universidade Federal do Ceara
(UFC). Neste laboratério sdo realizadas varias cirurgias experimentais

desenvolvidas pela UFC em animais de pequeno e médio porte (Figura 2).

Fonte: Medeiros e cols.
Figura 2. Infra-estrutura do centro cirlrgico - GEEON
(Agradecimentos ao Dr. Luiz Gonzaga Porto Pinheiro)
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3.2. Animais

Foram utilizados 64 ratos, 48 fémeas e 16 machos, (Rattus
norvergicus, variedade albina) maduros, de fertilidade comprovada, pesando
entre 150 e 210 gramas, da linhagem Wistar, provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina da UFC, criados e mantidos sob condicdes

ambientais e alimentares semelhantes.

i @-;
e 249" oY

promm— s e —

S

Figura 3. Gaiolas de polipropileno que mantinham as ratas

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30 x 17 x
15 cm), providas de tampa com grade metalica de aco inoxidavel e forradas
com maravalhas, alojadas em dependéncias refrigeradas (Figura 3). A
higienizacdo das gaiolas foi realizada diariamente pelo técnico responsavel.

Foram alimentados com racdo padrdo e agua potavel ad libitum,
até 12 horas dos experimentos, promovendo-se alternancia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas, sendo produzida iluminagéo artificial por
lampada fluorescente de 40 watts, com fotoperiodo de luz das 7:00 as 19:00

horas.
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3.3. Coleta de dados

3.3.1. Instrumentos de coleta de dados

Para a analise das laminas foi desenvolvido, pelo pesquisador, um
instrumento de coleta de dados para registro dos escores de isquemia
uterina (dos segmentos hemi-utero direito distal (HUDD), hemi-Utero direito
proximal (HUDP) e HUE) de acordo com o0s seguintes critérios: congestao,
edema, hemorragia e perda de coeséo celular (Apéndice A ). No mesmo
instrumento, os dados referentes aos ovarios também podiam ser
registrados, havendo espacos para anotar o numero de foliculos em
desenvolvimento e corpos lateos dos trés campos avaliados pelo patologista
e 0S aumentos utilizados no microscopio.

Para a avaliacdo da fertilidade, utilizou-se outro instrumento no qual
era registrado o niumero de recém nascidos por rata e quais ratas haviam
engravidado (Apéndice B ). Todos os instrumentos de coleta foram

preenchidos pelo pesquisador.

3.3.2. Operacionalizacéo do estudo

As 48 ratas foram distribuidas, ao acaso, em oito grupos.

Inicialmente, foram selecionadas 24 ratas em quatro grupos (Figura 4 ).

1dia apos Tdias apos 14 dias apas W 2 dias apos
LAU(n =6) LAU@ =6) LAU(n =6) LAU (n = 6)
LA

Sacrificio

Figura 4. Operacionalizacéo dos dias de sacrificio apos a LAU
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Posteriormente, outras 24 ratas foram distribuidas, ao acaso,
em mais quatro grupos (Figura 5).

1dia apés a 7 dias apds a 14 dias apés a
LAU (n - 6) LAU (o= 6) LAU (n = 6)

Acasalamento

Figura 5. Operacionalizacdo dos dias de acasalamento no grupo controle e nos grupos
teste ap6s a LAU

3.3.3. Descricdo do modelo de LAU direita em ratas nao-

gravidas

As ratas ficaram em jejum de agua e racao, a partir de 12 horas
gue antecederam o procedimento cirdrgico. O anestésico utilizado foi
ketamina na dose de 40mg/kg, administrada por via intraperitoneal,
mantendo um plano anestésico satisfatorio a realizacdo do procedimento
cirurgico.

Atingindo o plano anestésico satisfatorio, o animal era submetido
a depilacdo manual da regido abdominal caudal em uma area de 3cm x 2cm,
seguida por anti-sepsia com polivinil-pirrolidona-iodo e colocado em decubito
dorsal com as patas extendidas sobre uma prancha de madeira.

Uma incisdo mediana de 2,5 a 3,0cm foi, entdo realizada com
tesoura, acometendo pele, plano musculo-aponeurdtico e peritbnio, seguida
de identificacdo dos Orgaos intracavitarios e exposicao do utero, anexos e
mesentério. O procedimento cirdrgico seguiu com apreensdo do HUD e
ligadura da artéria uterina direita usando fio de nailon 5-0 (Mononylon®,
Ethicon, S&do Paulo, Brasil) com trés nés simples.
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A sintese da parede abdominal foi realizada em dois planos de
sutura continua acometendo o plano musculo-aponeurético e a pele com fio
de nailon 5-0.

O sacrificio ocorreu nos dias 1, 7, 14 e 21 apos a LAU. A morte foi
caracterizada por parada respiratoria e auséncia completa de reflexos. A
seguir, foi realizada uma abertura abdominal de larga exposi¢cdo, expondo
completamente a cavidade peritoneal.

Em seguida, realizou-se o0 inventario da cavidade peritoneal,
seguida de identificacdo, apreensao e secg¢ao do corno uterino esquerdo e
direito. Os hemi-uteros foram excisados e cada corno direito foi seccionado
em duas porcdes: distal (HUDD) e proximal (HUDP) a ligadura. O hemi-utero
esquerdo foi excisado integralmente, assim como 0s ovarios esquerdo e

direito.

3.3.4. Avaliacdo histologica do utero quanto a con  gestéo,

edema, hemorragia e perda de coeséo celular

As pecas foram identificadas e acondicionadas imediatamente em
recipiente contendo formol a 10%, recebendo identificacdo. Os tecidos foram
processados até parafina, cortados com espessura de 5um e corados com
hematoxilina e eosina (HE).

A analise histologica foi realizada no Departamento de Patologia e
Medicina Legal da UFC, por um unico patologista (Dalgimar Beserra de
Menezes), que avaliou 0s espécimes quanto a congestdo, hemorragia,
edema intersticial e perda de coesédo celular (aumentos de 100x e 400x)
através de um escore que varia de 0 a 3, em que O representa nenhum
achado patoldgico, 1, 2, e 3 representam achados patolégicos menores que
33%, entre 33% e 66%, e maiores que 66% do tecido, respectivamente;
Estes escores foram empregados em estudos anteriores (SAGSOZ; KISA;

APAN, 2002) para avaliar o tecido ovariano.
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3.3.5. Avaliagcédo do numero de foliculos e de corpos lGteos

As pecas foram identificadas e acondicionadas imediatamente em
recipiente contendo formol a 10%, recebendo identificacdo. Os tecidos foram
processados como rotineiramente até inclusdo em parafina, cortados com
espessura de 5um e corados com hematoxilina e eosina (HE).

Na area total abrangida pela sec¢éo histoldgica, foram avaliados,
pelo mesmo patologista, trés campos (aumentos de 100x e 400x) em que
era quantificado o namero total de foliculos em desenvolvimento e o de
corpos luteos de cada campo. Em seguida, calculou-se a meédia dos trés

campos para utilizagdo na analise estatistica.

3.3.6. Efeitos da LAU direita sobre a fertiidade d e ratas

As ratas testadas foram acasaladas com machos de fertilidade
comprovada. O dia do acasalamento foi diferente para cada grupo. As ratas
do grupo controle foram acasaladas imediatamente com os machos. Nos
outros trés grupos as ratas foram acasaladas com 1, 7 e 14 dias apés a LAU
direita, respectivamente.

Cada gaiola de acasalamento continha dois machos para trés
fémeas. A ciclicidade reprodutiva de todas as ratas foi avaliada, pelo
orientador da pesquisa, diariamente por esfregacos vaginais. O dia da
concepcao (dia 1) foi determinado pela presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal direto (a fresco). Os resultados foram dados em namero
de fetos que nasceram por rata e percentagem de ratas gravidas por grupo
de animais testados e controle.
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3.4. Tratamento estatistico e analise dos dados

Para a construcdo do banco de dados e analise estatistica foi
utilizado o software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versao
13.0. Foram utilizados os seguintes testes estatisiticos:

(1) Teste ndo paramétrico Wilcoxon: comparacdo de dados
ordinais em duas amostras relacionadas; (2) Teste ndo paramétrico Kruskal-
Walllis (com teste post hoc): comparacdo de dados ordinais entre mais de
duas amostras nao relacionadas; (3) Qui-quadrado de Pearson: comparacéo
de dados nominais; (4) OneWay ANOVA (post hoc: Tukey): comparagao das
meédias (zepm) dos dados continuos entre mais de dois grupos. Para todos
esses cdélculos, foi considerado significativo, quando p menor que 0,05
(HULLEY et al., 2008; FIELD, 2009; SIEGEL, 2006).

3.5. Procedimentos éticos para a realizacdo do estu  do

O projeto de pesquisa foi enviado para a Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, tendo recebido o numero do protocolo
90/08. Foram respeitadas a legislacéo brasileira para o uso de animais de
experimentacdo (Lei Federal n° 6.638/1979) e as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), instituicdo filiada ao

International Council for Laboratory Animal Science.
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4. RESULTADOS

4.1. Descricao da técnica de LAU segundo modelo pro  posto

1) Depilacdo manual (Figura 6A );

2) Corte da pele 01cm acima do clitéris (Figura 6B );

3) Descolamento entre pele e masculos com tesoura (Figura 6C);
4) Incisdo abdominal mediana medindo entre 2,5 e 3cm

(Figura6éD );

Depilagao

Pinca de denteldelrato

Tesoura

Hal1 emidistante da
3 vaginayiniciassetd
vagina incisaoiabdominal

Vagina
Anus J

Anus

‘
Descolamentp entre a pele e musculos. Incisaollongitudinal da pele por 2,5a 3 cm.

Fonte: Medeiros e cols.
Figura 6 — (A) Abdome ap6s depilacdo; (B) corte da pele com tesoura; (C)
descolamento entre a pele e musculos; (D) incisdo longitudinal.
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5) Abertura da parede abdominal com tesoura (Figura 7A);

6) Inventario da cavidade (localizar principais 6rgaos: bexiga,
intestino, utero) (Figura 7B );

Inventériodac&idade L7 "' N B

E)

. HUE
N HUD —>, /

!

\ -*

N

Hemi-ttero direito "

Hemi-utero direito

;TR

‘o f (““' )

"‘/‘d‘\' v

S8 IAE
Fonte: Medeiros e cols.
Figura 7 — (A) Abertura da parede abdominal; (B) Inventéario da cavidade; (C e D)
exteriorizacdo dos HUD e HUE.
HUD = hemi-utero direito

HUE = hemi-Utero esquerdo

7) Pincamento (feito por um auxiliar) do corno uterino direito com
pincas delicadas, uma sustentando a porcéo superior (proximo ao ovario) e
outra a inferior (préximo ao colo), expondo ao cirurgido toda a rede vascular
(artéria uterina) ligada ao utero (Figuras 7C e 7D );

8) Ligadura da artéria uterina na extremidade inferior com fio
nylon 5.0 (Figura 8B );
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A
Local da ligadura da artéria uterina

Ligadura da artéria uterina

Figura 8 — (A) Local da ligadura da artéria uterina (seta); (B) Ligadura da artéria
uterina direita (seta)

4.2. Comparacao das médias dos escores de isquemia  entre
HUDD e HUDP apo0s a LAU direita

A primeira andlise realizada constou de comparacdo das
alteracdes histolégicas nos segmentos proximais e distais do HUD em cada
grupo, com a finalidade de observar se havia diferenca entre uma porcao e
outra, em relacdo a distancia da ligadura. Todos os dados foram expostos na
forma de tabelas e de figuras com o intuito de melhorar a percepgéo visual
do leitor.

Ao observar essa comparacdo (Tabela 1), nota-se que as
menores médias da soma dos escores foram encontradas no primeiro dia de
isquemia, tanto no HUDP (0,5 + 0,2) quanto no HUDD (1,5 = 0,3). Nesse
mesmo grupo (1 dia apds a LAU), foi encontrada a maior diferenca entre as
médias dos dois segmentos uterinos, o valor encontrado no HUDD
corresponde a quase o triplo do encontrado no HUDP, porém ndo houve
diferenca estatistica (p = 0,109). Houve outra disparidade de valores, s6 que
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dessa vez, no 21° dia de isquemia, com a média do HUDP superando em

quase o0 dobro a do HUDD, que também ndo se mostrou significante (p =

0,066) (Figura 9).

TABELA 1. Comparacdo das médias dos escores de isquemia entre
HUDD e HUDP ap6s a LAU direita.

Escores (médiatepm)

Tempo (dias) HUDP HUDD p*
1 (n=06) 0,5 +£0,2 15+0,3 0,109
7 (n=06) 50+0,6 3,8+0,8 0,223
14 (n=06) 36+£04 40+£04 0,317
21 (n=06) 4,5+0,2 25+0,6 0,066
*Wilcoxon

HUDP = hemi-(tero direito proximal HUDD = hemi-Utero direito distal
epm = erro padrdo da média p<0,05 = estatisticamente diferente

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Aspan (2002)

Observa-se inversdo nos valores das médias: no primeiro dia, 0s

escores do HUDD superam os do HUDP, e no 21° dia de isquemia, o quadro

se inverte (Figura 9).

Figura 9. Comparacdo das médias dos escores (x epm) de isquemia entre
HUDD e HUDP apés a LAU direita.

BHemi-Utero direito proximal

@BHemi-utero direito distal

MEDIA DOS ESCORES
w

epm = erro padrdo da média

ol

1

7

14
DIAS DE ISQUEMIA

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Aspan (2002)

21
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Ndo houve diferenca significativa entre 0s escores
histopatolégicos de isquemia de hemi-uteros distais e proximais do lado em
que a artéria uterina foi ligada (hemi-utero teste). Em nenhum momento dos
periodos de isquemia estabelecidos (1, 7, 14 e 21 dias) estes segmentos

diferiram um do outro (p>0,05) (Tabela 1 e Figura 9 )

4.3. Médias dos escores de isquemia hos HUD no decorrer do
tempo

Apds o calculo estatistico e a conclusdo de que os tecidos distais
e proximais do HUD eram iguais entre si, foi realizada uma média entre os
escores dos HUDP e HUDD, e os resultados foram considerados como 0s
dados do HUD como um todo. A partir deste ponto, entdo, todas as analises
estatisticas serdo realizadas com o HUD.

Avaliando a secao anterior, observa-se um aumento consideravel
dos escores histopatologicos de isquemia a partir do sétimo dia de isquemia,
tanto no HUDP quanto no HUDD em comparagdo com o primeiro dia de
isquemia (Figura 9).

Quando foram avaliados os escores histopatoldgicos de isquemia
do HUD no decorrer do tempo, comprovou-se que realmente ha um aumento
substancial dos indices a partir do sétimo dia (p = 0,003), no qual se
observou aumento de quase cinco vezes guando se comparado com o
sétimo dia (4,4 + 0,5) com o primeiro (0,9 = 0,1) (p < 0,05). Apd6s 0 sétimo
dia de isquemia ndo ha mais mudanca no padrao histolégico referente a

alteracdes isquémicas (p > 0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Médias dos escores de isquemia nos HUD no decorrer
do tempo (dias).

6

O
(o

Q

MEDIA DOS ESCORES
O r N W A O

1 7 14 21
TEMPO (DIAS)

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (p<0,05)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

Desde o primeiro dia de isquemia, observam-se alteracbes
histolégicas no HUD e ha um leve decréscimo dos escores a partir do sétimo
dia de isquemia (p > 0,005) (Tabela 2 e Figura 10 ).

Tabela 2. Médias dos escores de isquemia dos HUD no
decorrer do tempo.

Tempo (dias) Escores (médiatepm)
1(n=12) 0,9+0,1°
7 (n=12) 4,4 +0,5°
14 (n = 12) 3,8+0,3"
21 (n = 12) 3,5+0,2°

Kruskal-Wallis (p=0,003)

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (p<0,05) —
Comparacao multipla entre tratamentos (Post hoc — Kruskal-Wallis)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

4.4. Médias dos escores de isquemia de HUE no decor rer do
tempo
Semelhantemente a comparacdo com o HUD, o HUE também

apresentou um aumento nos escores a partir do sétimo dia de isquemia (p =
0,001). As médias dos dias 7 (3,1 £ 0,1), 14 (3,6 + 0,2) e 21 (3,3 = 0,4)
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permaneceram as mesmas entre si (p > 0,05), mas em comparagao com o
primeiro dia (0O + 0), houve diferenca deste grupo com todos os outros (p <
0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Médias dos escores de isquemia de HUE no decorrer do tempo.

Tempo (dias) Escores (médiatepm)
1 (n =6) 0,0 +0,0°
7 (n = 6) 3,1+0,1°
14 (n = 6) 3,6 +0,2°
21 (n = 6) 3,3+0,4"

* Kruskal-Wallis (p=0,001) HUE = Hemi-utero esquerdo

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (p<0,05) —
Comparacao multipla entre tratamentos (Post Hoc — Kruskal-Wallis)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

No primeiro dia de isquemia, em HUE, ndo se observam as

alteracdes histologicas pesquisadas (Figura 11).

Figura 11. Médias dos escores de isquemia de HUE no decorrer do tempo.

4 | b
3,5 T
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1,5
1
0,5
0

(@p

MEDIA DOS ESCORES

1 7 14 21
TEMPO (DIAS)

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (P<0,05)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

4.5. Comparacdo das médias dos escores de isquemia entre
HUE e HUD

A média maxima dos escores encontrada foi no HUD do sétimo
dia de isquemia (4,4 £ 0,5), jA em HUE a maior média registrada foi no 14°
dia (3,6 £ 0,2) (Tabela 4).



Tabela 4. Comparacdo das médias dos escores de isquemia

(n=06) e HUD (n=12).
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entre HUE

Escores (médiatepm)

Tempo (Dias) Hemi-Utero esquerdo  Hemi-ltero direito p*
1 0,0+0,0 09+0,1 0,026
7 3,1+0,1 4,4 +0,5 0,104
14 3,6+0,2 3,8+0,3 0,564
21 3,3+04 3,5+0,2 0,751

* Wilcoxon (p<0,05)

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

Observa-se que, em todos os periodos de tempo estudados, o

valor dos escores do HUD é superior ao de HUE (Figura 12 ), porém tal so

pode ser afirmado com dados estatisticos do primeiro grupo (1 dia apds a

LAU) em que a média dos escores de HUE néo passou de zero (epm = 0) e

a média dos escores do HUD foi de 0,9 (epm £ 0,1) com p = 0,026. (Tabela

4).

Figura 12. Comparacdo das médias dos escores de isquemia entre

HUE e HUD.

B Hemi-Utero esquerdo

@Hemi-Utero direito
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* p<0,05

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002
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4.6. Médias dos escores das alteracdes histopatolég icas
isoladas em HUE no decorrer do tempo

Como observado em Figuras anteriores (Figura 11 e 12), no
primeiro dia de isquemia, ndo foram observadas alteracdes isquémicas em
HUE.

A hemorragia foi a Unica alteracdo histoldgica que ndo apresentou
um aumento significativo do 7°, 14° e 21° dia em relagédo ao primeiro dia, em
HUE (p = 0,447), ou seja, o indice de hemorragia foi considerado semelhante

a zero (Tabela 5).

Tabela 5. Médias dos escores tepm das alteracdes histopatolégicas
isoladas em HUE no decorrer do tempo.

Alteracoes Tempo (dias)
Histol6gicas 1 (n=6) 7 (n=6) 14 (n=6) 21 (n=6) p*
Congestdo 00+00* 10+00° 13+06° 1,0+02° 0,001
Edema 0,0+0,0* 1,0+00° 1,0%£00° 1,0+00° 0,000
Hemorragia 0,0+0,0 0,1+0,1 0,3+0,2 0,3+0,2 0,447
Coes#o 0,0£0,0*® 1,0+00° 1,0£00° 1,0+0,0° 0,000
*Kruskal-Wallis epm= erro padrdo da média

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (p<0,05)
Comparacao multipla entre tratamentos (Post Hoc — Kruskal-Wallis)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

Apos o 14° dia, as maiores meédias encontradas foram: congestao
(1,0 £0,2); edema (1,0 £ 0); hemorragia (0,3 £ 0,2) e perda de coeséao celular
(1,0 £ 0), ou seja, no 21° dia ndo houve média superior acima de 33% de
leséo tecidual (Tabela 5).

Em HUE, em todos os grupos, as médias dos escores de edema,
hemorragia e perda de coesao celular ndo ultrapassaram o valor 1, referente
a menos de 33% de lesdo tecidual. A maior média encontrada foi da
congestéo (1,3 £ 0,6) no 14° dia de isquemia (Figura 13).
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Figura 13. Médias dos escores das alteracGes histopatoldgicas isoladas
em HUE no decorrer do tempo.
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Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (p<0,05)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

4.7. Médias dos escores de isquemia segundo as alte racdes
histopatolégicas isoladas nos HUD no decorrer do
tempo

Assim como no HUE também é observado, no HUD, uma média de
escore maxima igual a 1, no 21° dia: congestéo (1,0 £ 0,1); edema (0,8 = 0,0),
hemorragia (0,6 +0,0) e perda de coeséo celular (0,9 £0,0) (Tabela 6).

Tabela 6. Médias dos escores + epm de isquemia segundo as alteragbes
histopatolégicas isoladas nos HUD no decorrer do tempo

Alteracdes Tempo (dias)
histolégicas 1 (n=12) 7 (n=12) 14 (n=12) 21 (n=12) p*

Congestdo  0,7+0,0° 14°+01° 1,4+0,1° 10+01 0,030
Edema 0,1+0,0° 1,2+0,0° 1,0£0,0° 0,8+0,0 0,000
Hemorragia 0,0+0,0° 0,5%£0,2 0,4x0,1 0,6+0,0° 0,023
Coes&o 0,0+0,0® 1,1+0,0° 1,0+0,0° 09+0,0 0,000

*Kruskal-Wallis epm= erro padrdo da média

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (P<0,05)—- Comparac¢ao
multipla entre tratamentos (Post Hoc — Kruskal-Wallis)
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A maior média encontrada foi da congestdo no sétimo e no 14° dias
de isquemia (1,4 +0,1) (Figura 14 e 15).

Figura 14 — Fotomicrografia (HE 100x) mostrando
congestédo grau 2 no Utero (setas).

Figura 15. Médias dos escores de isquemia segundo as alteracdes
histopatolégicas isoladas nos HUD no decorrer do tempo

B1°dia @7°dia O14°dia @21°dia

MEDIA DOS
ESCORES

Congestao Edema Hemorragia Coeséao

ALTERAGCOES HISTOLOGICAS

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (P<0,05)
Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

Observa-se que as médias dos escores decrescem a partir do

sétimo dia, exceto quanto a hemorragia, que apresenta um crescimento
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significativo no 21° dia de isquemia em relagdo ao primeiro dia (p < 0,05)
(Tabela 6 e Figura 15).

Esse decréscimo da congestdo, edema e perda de coeséo
celular, no 21° dia, acontece de tal maneira que quando comparado com as
médias dos escores do primeiro dia, ndo h& diferenca estatistica (p > 0,05),
sendo os mesmos semelhantes entre si (Tabela 6).

4.8. Comparacédo das médias dos escores de congestao entre
HUE e HUD

A partir desta secdo, as alteracdes histologicas isoladas
(congestdo, edema, hemorragia e perda de coeséo celular) de HUE sao

comparadas com as do HUD em cada grupo.

Tabela 7. Comparacdo entre as médias dos escores de congestao
entre HUE (n=06) e HUD (n=12).

Escores (médiatepm)

Tempo (dias) Hemi-ltero esquerdo  Hemi-Utero direito p*
1 0,0+0,0 0,7+0,0 0,03
7 1,0+0,0 1,4+0,1 0,12
14 1,3+0,2 1,4+0,1 1,00
21 1,0+0,2 1,0+0,1 1,00
* Wilcoxon

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002
p< 0,05 — estatisticamente significante

Congestao (Figura 16) no HUD tende ser superior a de HUE,
exceto no 21° dia de LAU, quando as médias se igualam (HUE: 1,0 = 0,2;
HUD: 1,0 £ 0,1). A maior diferenca se encontra no 1° dia (HUE: 0,0 £ 0,0;
HUD: 0,7 = 0,0) sendo estatisticamente significativa (p = 0,03). A
comparacao dos dias 7, 14 e 21 ndo mostrou diferenca estatistica (p > 0,05)
(Tabela 7 e Figura 17 ).
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Figura - 16. otomiérogfa (E
100x):mostrando congestdo grau 1 no (tero
(seta tracejada).

Figura 17. Comparacdo das médias dos escores de congestido entre
HUE e HUD.
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Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

4.9. Comparacdo das médias dos escores de edema ent re
HUE e HUD

A média maxima de edema (Figura 18) observado em HUE foi 1
(lesdo em menos de 33% do tecido observado), nos dias 7, 14 e 21 ap0s a
LAU. No entanto, no HUD, o maximo atingido foi de 1,2 (epm = 0,0) no

sétimo dia, porém a partir deste dia a tendéncia do edema no HUD é
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diminuir, j& quando observado o HUE, nota-se que a média permanece a
mesma (Tabela 8, Figuras 19 ).

Figura 18. Fotomicrografia_ (HE 400x) mostrando
congestéo (seta tracejada) e edema (Seta negra) grau 1
no Utero.

Tabela 8. Comparacéo das médias dos escores de edema entre HUE (n=06)
e HUD (n=12).

Escores (médiatepm)

Tempo (dias) |Hemi-utero esquerdo Hemi-atero direito p *

1 0,0+0,0 0,1+0,0 0,50

7 1,0+0,0 1,2+0,0 0,25

14 1,0+0,0 1,0+0,0 1,00

21 1,0+0,0 0,8+0,0 0,50
*Wilcoxon

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002
p < 0,05 — estatisticamente significante

N&o houve nenhuma alteracédo significativa quando comparados
os dados referentes ao edema. Os dois segmentos (HUE e HUD) foram
semelhantes neste caso (Tabela 8).
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Figura 19. Comparacédo das médias dos escores de edema entre HUE
e HUD.
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Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

4.10. Comparacdo das medias dos escores de hemorrag ia
entre HUE e HUD

No primeiro dia ap6s a LAU ndo se observa hemorragia (Figura
20) nos segmentos, porém com o decorrer do tempo € observado um

pequeno indice (Tabela 9).

Figura 20 . Fotomicrografia (HE 100x) mostrando
hemorragia grau 2 (observe a demarcacdo em
pontilhado) no utero.
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Tabela 9. Comparacao das médias dos escores de hemorragia entre HUE
(n=06) e HUD (n=12).

Escores (médiatepm)
Tempo (dias) Hemi-ltero esquerdo Hemi-utero direito p
1 0,0+0,0 0,0+0,0 1,00
7 0,1+0,1 0,5+0,2 0,50
14 0,3+0,2 04+0,1 1,00
21 0,3+0,2 0,6 +0,0 0,34

Wilcoxon

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

* p < 0,05 — estatisticamente significante

Em HUE a maior média encontrada foi 0,3, nos 14° e 21° dias. No

HUD a maior média encontra-se no 21° dia apds a LAU, e é o dobro da

maior média de HUE, ou seja, 0,6. No entanto, a maior diferenca encontrada

entre a média de hemorragia de HUE e HUD foi ao sétimo dia, quando o
indice do HUD (0,5 £ 0,2) superou em cinco vezes o de HUE (0,1 0,1)
(Tabela 9 e Figura 21).

Figura 21. Comparacdo das médias dos escores de hemorragia entre

HUE e HUD.
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Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002
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Apesar dessas grandes diferencas entre um segmento e outro,
nao houve nenhuma alteracédo significativa quando comparados os dados

referentes a hemorragia (Tabela 9).

4.11. Comparacdo das médias dos escores de perda de
coesao celular entre HUE e HUD

O comportamento da perda de coesédo celular (Figura 22) nos
tecidos foi muito semelhante ao comportamento do edema descrito na
Figura 18 .

-
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Figura 22 . Fotomicrografia (HE 400x).mostrando congestéo,
edema e perda de coeséo celular grau 1.

A média maxima de perda de coeséo celular observado em HUE
foi 1 (lesdo em menos de 33% do tecido observado), nos dias 7, 14 e 21
apos a LAU. No entanto, no HUD, o maximo atingido foi de 1,1 (epm = 0,0)
no sétimo dia, porém a partir deste dia a tendéncia do edema no HUD é
diminuir, j& quando observado o HUE, nota-se que a média permanece a
mesma (Tabela 10, Figura 23 ).
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Tabela 10. Comparacao das médias dos escores de perda de coesao celular
entre HUE (n=06) e HUD (n=12).

Escores (médiatepm)

Tempo (dias) Hemi-Utero esquerdo Hemi-utero direito p*

1 0,0+0,0 0,1+0,2 1,00

7 1,0+£0,0 1,1+0,0 0,50

14 1,0+£0,0 1,0+£0,0 1,00

21 1,0+£0,0 0,9+0,0 1,00
*Wilcoxon

Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002
p < 0,05 — estatisticamente significante

Figura 23. Comparacdo das médias dos escores de perda de coesédo
celular entre HUE e HUD.
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Escores de isquemia segundo Sagsoz; Kisa; Apan, 2002

N&o houve nenhuma alteracéo significativa quando comparados
os dados referentes a perda de coeséo celular. Os dois segmentos (HUE e
HUD) foram semelhantes neste caso (Tabela 10).

A Unica diferenca significativa, portanto, observada quando
comparados as alteracBes histologicas isoladas (congestdo, edema,

hemorragia e perda de coeséo celular), foi encontrada no primeiro dia de
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isquemia entre a congestdo de HUE (0 £ 0) e a congestdo do HUD (0,7
0,0) (p = 0,031) (Tabela 7).

4.12. Avaliagcdo da fertilidade através da porcentag em das
ratas gravidas apos a LAU direita

A percentagem de ratas gravidas que foram submetidas a
isquemia foi de 44,4%, o restante (55,6%) ndo engravidou (p = 0,024)
(Figura 24 ). Ao se analisar o grupo controle, observa-se que 100% das ratas

que copularam engravidam (Tabela 11).

Figura 24. Avaliacao da fertilidade através da porcentagem das
ratas gravidas apos a LAU direita.

RATAS SUBMETIDAS A ISQUEMIA

p =0,024

TABELA 11 . Avaliacdo da fertilidade através da porcentagem das
ratas gravidas apos a LAU direita.

Grupo LAU* Grupo Controle

N (%) N (%)
Engravidaram 08 (44,4) 06 (100)
N&o engravidaram 10 (55,6) 0 (0)

Qui-Quadrado de Pearson

p = 0,024 (Raz&o de verossimilhanga)

*n =18 (referente aos trés grupos experimentais)
LAU = Ligadura da artéria uterina direita
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4.13. Avaliacdo da fertilidade através da média do  numero de
fetos apos a LAU direita

Comparou-se também o numero de recém-nascidos das ratas
testadas que engravidaram com o grupo controle de ratas gravidas,
observou-se uma redugdo na média de nascimentos (p = 0,029) (Tabela 12).

Tabela 12. Avaliacdo da fertilidade através da média do n°
de fetos de ratas apés a LAU direita.

Tempo da ligadura (dias) Média + epm
Controle (n=6) 9,5+0,4%
1 (n=6) 3,3+2,1°
7 (n=6) 3,3£1,6°
14 (n=6) 3,3+1,6"

*OneWay ANOVA

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes
(p=0,029) — Tukey

As ratas que foram submetidas a LAU, independente de quanto
tempo ficaram apods este procedimento, apresentaram uma mesma media do

namero de fetos nascidos (Figura 25).

Figura 25. Avaliacdo da fertilidade através da meédia do n° de fetos apos a
LAU direita.
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Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)
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4.14. Médias dos numeros de foliculos e corpos lute  os dos
ovarios esquerdos no decorrer do tempo

N&o ha diferengas entre os foliculos e corpos luteos do ovario
esquerdo (controle) (Figura 26 ) no decorrer do tempo de LAU (Tabela 13),
porém nota-se um aumento do namero de foliculos no decorrer do tempo
(Figura 27).

Figura 26. Fotomicrografia (HE 100x) mostrando
corpos lateos (CL) e foliculos (FL).

Tabela 13. Médias tepm dos numeros de foliculos e corpos liteos dos
ovarios esquerdos no decorrer do tempo.
Tempo (dias)

1(n=06) 7 (n=06) 14 (n=06) 21 (n=04) p*
Foliculos 3,6£0,6  4,6%0,6 4,9+0,8 59+1,1 0,431
Corpos Luteos 4,9+0,6 2,60,3 4,2+0,6 3,8+0,9 0,111

*Kruskal-Wallis
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Figura 27. Médias dos numeros de foliculos e corpos luteos dos
ovarios esquerdos no decorrer do tempo.
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4.15. Médias dos numeros de corpos luteos e folicul  os dos
ovarios direitos no decorrer do tempo

Ha diferencas entre os foliculos do ovario direito (teste) no
decorrer do tempo de isquemia (p = 0,04). Da mesma forma, h& diferencas
entre os corpos luteos no decorrer do tempo (p = 0,028). (Tabela 14).

Tabela 14. Médias zepm dos numeros de foliculos e corpos lateos dos ovarios
direitos no decorrer do tempo.

Tempo (dias)
1(n=06) 7 (n=05) 14 (n=06) 21 (n=05) p*

Foliculos 34+04% 57+12 80+16" 46+0,4 0,040
Corpos Lteos 20+03* 45+03° 34+07 44+09 0,028

*Kruskal-Wallis
Letras diferentes significam médias significativamente diferentes (P<0,05) — comparagao
multipla entre tratamentos (Post Hoc — Kruskal-Wallis)

No 14° dia de isquemia, observa-se um pico (Figura 28) no

namero de foliculos dos ovéarios direitos (8,0 + 1,6), e quando comparado ao
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namero de foliculos do primeiro dia (3,4 + 0,7) nota-se uma diferenca
significativa (p < 0,05) (Tabela 14).

Figura 28 . Médias dos nameros de foliculos e corpos luteos dos ovarios
direitos no decorrer do tempo.
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Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05)

4.16. Comparacdo das médias dos foliculos ovarianos
direitos e esquerdos no decorrer do tempo

Nao ha diferencas do numero de foliculos quando comparados
ovarios direito e esquerdo, mesmo no 14° dia de isquemia, em que a média
do numero de foliculos do ovario direito (8,08 £ 1,16) atingiu quase o dobro
da média do numero de foliculos do ovario esquerdo (4,91 + 0,8) (Tabela 15

e Figura 29).

Tabela 15. Comparacdo das meédias dos foliculos ovarianos direitos e
esquerdos no decorrer do tempo.

N° de foliculos (médiatepm)
Tempo (dias) Ovério Direito Ovario Esquerdo p*
1 3,45+0,4 3,65+0,7 0,684
7 5,76 £1,2 4,68 + 0,6 0,138
14 8,08 +1,6 491+0,8 0,400
21 4,60 +0,5 595+11 0,109
*Wilcoxon epm= erro padrdo da média
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Figura 29. Comparacdo das meédias (xepm) dos foliculos ovarianos
direitos e esquerdos no decorrer do tempo.
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4.17. Comparacao das médias dos corpos luteos ovari  anos
direitos e esquerdos no decorrer do tempo

Quando os corpos luteos sdo comparados entre os ovarios direito
e esquerdo, observam-se diferencas significativas nos dois primeiros dias de
isquemia. No primeiro dia, a média dos corpos luteos do ovario esquerdo
(4,9 £ 0,6) é maior que o dobro da média dos ovarios direitos (2,0 £0,3) (p =
0,042). No sétimo dia ha, praticamente, uma inversdo daqueles dados. A
meédia dos corpos lateos dos ovarios esquerdos (2,6 = 0,3) se torna quase a
metade da média dos ovarios direitos (4,5 £ 0,3) (p = 0,043) (Tabela 16 e
Figura 30).

Tabela 16. Comparagédo das médias dos corpos luteos ovarianos direitos e
esquerdos no decorrer do tempo.

. N° de corpos lateos (médiatepm)
Tempo (dias) L. L
Ovario Direito Ovério esquerdo p*
1 2,0x0,3 4,9+0,6 0,042*
7 45+0,3 26+0,3 0,043*
14 3,4+0,7 4,2 +0,7 0,115
21 44 +0,9 3,8+0,9 0,273

*Wilcoxon epm= erro padrdo da média



Figura 30. Comparacao das médias dos corpos luteos ovarianos
direitos e esquerdos no decorrer do tempo.
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5. Discussao

No presente estudo, o modelo da técnica da LAU, foi idealizado
em ratas ndo-gravidas com o objetivo de avaliar a isquemia uterina através
do exame histopatologico, e avaliacdo da fertilidade apos a LAU.
Inicialmente esta técnica, que utilizava ratas néo-gravidas, foi desenvolvida
com um unico intuito: avaliar a ovulacdo ap6s a isquemia (PEPPLER,
1976a). Atualmente muitos trabalhos s&o realizados com as mesmas
finalidades. OKAZAKI et al. (2005) realizou a LAU a fim de avaliar a
isquemia uterina buscando a presenca de apoptose no Utero isquemiado.
ZACKRISSON et al., 2000; PRADO; AOKI; ALDRIGHI, 2007 também
utilizaram a LAU para avaliar as consequéncias da isquemia na ovulacao,
porém a ligadura se localizou na porcao superior da artéria uterina, proximo
a anastomose com a artéria ovariana.

Os primeiros modelos de LAU em animais experimentais surgiram
em 1964 (WIGGLESWORTH, 1974; BRUCE, 1972; VELASCO et al., 1973).
A técnica normalmente era efetuada no 17° dia de gravidez, realizando-se
ligadura unilateral da artéria uterina. Bruce (1972) desenvolveu técnicas de
LAU realizadas no dias 1, 2 e 7 da gestacdo. LAU associada a ligadura das
artérias ovarianas, foi realizada em cadelas em 1980 (O'LEARY, 1980). Pan
e Yu (2002) desenvolveram a LAU s6é que no segmento medial da artéria e
nao mais no segmento inferior. Estudos mais modernos, utilizam a LAU, a
fim de avaliar alteragbes bioquimicas em ovarios isquemiados (TASKIN et
al., 1998), e avaliar a direcdo do fluxo sanguineo e mudancas na resisténcia
em ovarios de ratas gravidas (MASSA; BRUCE, 1997).

A interrupcdo do fluxo sanguineo na porcdo inferior da artéria
uterina direita, mesmo atualmente, ainda é objeto de estudo e apreciacao.
Muitas questdes permanecem pouco esclarecidas. Uma delas é quanto as
alteragcbes em HUD em relacdo a isquemia na porgdo inferior. Por este
motivo, foi realizada a seccdo em HUD em duas porcdes (distal e proximal a

ligadura) a fim de avaliar se havia alguma por¢cdo que sofreria um insulto
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isquémico maior que a outra. Apos avaliagdo estatistica, ndo se observou
diferenca significativa dos escores histopatolégicos de isquemia entre o
hemi-Utero direito distal e o proximal em nenhum grupo estudado, ou seja,
0s segmentos sdo semelhantes entre si. Em concordancia com esses dados,
Bruce (1972) afirmou que quando a ligadura é realizada nos dias 1, 2 e 7 da
gestacdo nao se notou nenhum efeito aparente (ndo afetou a taxa de
gravidez, nem o numero de fetos vivos e nem a incidéncia de malformacéo
fetal). Portanto, quando a ligadura ocorre no inicio da gestacdo, mesmo apés
a isquemia produzida, ndo h& diferenca no peso fetal em relacdo a
proximidade da ligadura, sugerindo que se ha alguma alteracdo isquémica
no Utero, ela acontece de maneira uniforme em todo o érgéo.

No entanto, a técnica realizada no 17° dia da gestacéo,
consistindo de ligadura unilateral da artéria uterina teve como consequéncia,
morte de alguns fetos e reducgéo significante do peso dos fetos do corno
experimental ao nascer. Os fetos que foram mais seriamente afetados
quanto a restricdo do crescimento estavam mais proximos da ligadura da
artéria (WIGGLESWORTH, 1974). Alguns autores afirmam que ha diferenca
dos pesos de fetos de ratas ligadas em relacdo a proximidade da ligadura da
artéria uterina (WIGGLESWORTH, 1974; HAUGAARD, BAUER, 2001;
NUSKEN et al, 2007). Huizinga (2004) afirma que a ligadura da artéria
uterina na porc¢dao inferior do corno uterino causa uma obstru¢cdo completa de
suporte sanguineo aos fetos proximais a sutura e, neste mesmo estudo,
mostrou que apés a LAU, no 17° dia de gestacdo, houve morte e reabsorcao
parcial de 30% dos fetos. Tendo em vista este indice de mortalidade fetal
quando se desempenha esta técnica, alguns autores sugeriram novas
técnicas (PAN; YU, 2002; HUIZINGA et al., 2004; TANAKA et al.,, 1994;
BRUCE, 1976a; PEPPLER, 1976a).

O fato de as alteracdes fetais, quanto a proximidade da ligadura,
ocorrerem somente quando a LAU é realizada no final da gravidez, gera uma
hipotese que talvez ndo haja uma alteragdo especifica no utero. Deve-se
lembrar que, em nivel funcional, a placenta integra a fisiologia materno-fetal,

0sS sistemas imunoldgicos e endocrinolégicos. As complicacbes que se
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manifestam na gravidez podem refletir os erros que ocorreram no
desenvolvimento placentario (NORWITZ; SCHUST; FISHER, 2001). A LAU,
no final da gestacdo, pode afetar o desenvolvimento da placenta. Além
disso, a restricdo do crescimento fetal € secundaria também a acédo de
mediadores circulantes e ndo somente ao insulto isquémico local (THAETE;
NEERHOF, 2006).

Quando se comparou a soma dos escores do HUD no decorrer do
tempo, evidenciou-se diferenca estatisticamente significativa nos critérios
histopatolégicos de isquemia, demonstrando que a partir do sétimo dia da
LAU os escores aumentaram (p = 0,003) em comparagdao com as ratas do
dia 1, reflexo da obstrucdo aguda da artéria uterina. Os vasos uterinos
restantes, apos a LAU unilateral, presumivelmente, compensam a perda
precoce do suprimento de uma artéria uterina, embora seja provavel que a
ligadura prejudica, pelo menos temporariamente, a circulagdo uterina
(BRUCE, 1976a; LICHTINGER et al., 2003).

Observou-se, ap0s o sétimo dia, que as somas dos escores eram
similares, porém apresentando decréscimo com o decorrer do tempo (p >
0,05), mostrando uma diminuicdo ou até suspensdo do efeito isquémico.
Confirmando este fato, de acordo com a literatura, a ligadura da artéria
uterina na porc¢dao inferior do corno uterino causa uma obstrucdo completa de
suporte sanguineo, porém ha um suprimento sanguineo ao utero, apos a
ligadura uterina, que € derivada da artéria ovariana (HUIZINGA et al., 2004;
KIM; PAXTON; LEE, 2008; KIM et al., 2006).

Neste aspecto, a interacdo das artérias uterina e ovariana se
mostra como importante ferramenta na resposta do HUD a isquemia. A
vascularizagcédo nas ratas se assemelha com a das mulheres. O suprimento
sanguineo ovariano € derivado de dois maiores sitios: a artéria ovariana, que
deriva, principalmente, da aorta abdominal; e o ramo ovariano derivado da
artéria uterina (MASSA; BRUCE, 1997; ZACKRISSON et al., 2000; PRADO,;
AOKI; ALDRIGHI, 2007). A artéria uterina pode se originar como ramo da
artéria hipogastrica (6%), como primeiro ramo da artéria glutea inferior

(45%); segundo ou terceiro ramo da artéria glutea inferior (6%), e,
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finalmente, as artérias uterinas, e as gluteas superiores e inferiores se
trifurcam (43%) (GOMEZ-JORGE et al., 2003).

\a Anastomose uterina-ovations g0 Noanan,
' Liganenta redondo de uiero

Ramos para o colo do dtero

Anéria utering
oy Haca imtema

Hipogésirica

Fonte: UNIFESP (www.unifesp.br) Fonte: Medeiros e cols. )
Figura 31 — Vascularizagéo do Gtero e do Figura 32 — Vascularizagdo do utero e
ovéario em mulheres. do ovario em ratas.

E importante ressaltar o que descrevem Prado, Aoki e Aldrighi
(2007), ou seja, que ha uma grande variabilidade na irrigacdo dos ovarios
em mulheres. Ha casos em que a irrigacdo dos ovarios deriva da artéria
ovariana, e em outros casos a irrigacdo depende exclusivamente de ramos
da artéria uterina (PRADO; AOKI; ALDRIGHI, 2007), sendo provavel que o
mesmo possa acontecer com as ratas.

Véarios autores sugerem que existe um suprimento arterial
imediato ao Utero apds a oclusdo da artéria uterina, pelo menos a porcao
proximal ao ovario, inicialmente (WIGGLESWORTH, 1974; HAUGAARD,
BAUER, 2001; NUSKEN et al, 2007; KIM, PAXTON, LEE, 2008; KIM et al.,
2006). Para Kim et al. (2006) uma das principais causas de insucesso de
EAU, no tratamento de miomatoses uterinas, é o rapido estabelecimento da
circulacdo colateral uterina logo ap6s este procedimento. Chait, Moltz e
Nelson (1968) afirmam que apds a oclusdo de artérias pélvicas, as
anastomoses funcionam imediatamente. Porém h& autores que acreditam
gue a circulacdo colateral ndo assume seu papel de suprir o (tero
rapidamente, sugerem que 0 miométrio seria muito resistente a isquemia e,
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com o decorrer do tempo, 0s vasos colaterais adotariam o seu papel na
reperfusdo (BANU et al, 2007; BURBANK, HUTCHINS, 2000).

Essa reperfusdo vem da circulacao colateral tipica da topografia.
O miométrio tem um suprimento sanguineo extremamente abundante;
existem muitos cursos arteriais alternativos para garantir uma perfuséo
miometrial em caso de obstrucdo sanguinea (LICHTINGER et al., 2003).
Além da artéria ovariana, encontram-se pequenos ramos da artéria vesical
(BRUCE, 1972). Ha outros que descrevem, além das artérias ovarianas, as
artérias vaginais (BANU et al, 2007). Bruce (1976b) descreve como vasos
colaterais do Uutero as artérias ovarianas, e as artérias vaginais e
hipogastricas. Existem relatos de outras artérias que apresentam o potencial
para suprir o Utero: mesentérica inferior, lombar, vertebral, sacral média,
circunflexa iliaca profunda, epigastrica inferior, circunflexa femoral medial e
circunflexa femoral lateral; além das inUmeras arteriolas do retroperitbnio e
do ligamento largo que alcancam o Utero (LICHTINGER et al., 2003).

Estes vasos colaterais podem prover um aumento no suprimento
da circulagdo uterina através de mecanismos compensatorios como o
aumento do fluxo (BRUCE, 1972; NUSKEN et al, 2007; KIM, PAXTON, LEE,
2008; KIM et al., 2006; CHAIT; MOLTZ; NELSON, 1968). Além disso, Bruce
(1972) afirma que as anastomoses formadas com o (tero tém tempo
suficiente para retomar e ajustar todas as demandas dos embrides nos
casos em que a LAU é realizada até o sétimo dia da gravidez. Essas
anastomoses sao evidentemente importantes para promover um
crescimento normal e manutencdo dos conceptos durante a gravidez em
ratas que foram submetidas a LAU, como também, tém valor fundamental na
manutencado dos uteros submetidos a LAU em ratas ndo-gravidas.

Durante a gravidez ha intensa angiogénese fisiolégica deste
periodo, que promovem, dentre outras acdes, uma reducdo da resisténcia
vascular nas arteriolas, maior circulagcdo sanguinea e maior circulacao de
fatores endoteliais de crescimento (TEIXEIRA et al., 2008; PAVELOCK,
2001). Portanto a gravidez é momento em que a formagdo de vasos

colaterais se torna mais propicia.
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O utero sofre adaptacdo dramatica durante o ciclo reprodutivo e a
gravidez. H4 mudancas marcantes na permeabilidade vascular uterina, no
crescimento, na vasodilatacdo, e no fluxo sanguineo para acomodar as
modificacdes celulares necesséarias especialmente durante a gravidez.
Muitos fatores angiogénicos tém sido propostos para mediar esses
processos vasculares (PAVELOCK, 2001). Angiogénese é um beneficio
potencial em casos em que ha alteracdes na perfusdao podendo levar a
danos teciduais (WALSHE; D'’AMORE, 2008).

Além da avaliacdo dos HUD, houve a analise de HUE. Esperava-
se que, a analise histolégica, HUE estivessem sem nenhuma alteragéo (pois
eram o0s controles) como de fato ocorreu no grupo que representa o primeiro
dia apds a LAU. No entanto, ap0s o sétimo dia, surpreendentemente, houve
um acréscimo nos escores (p = 0,001).

Os autores afirmam que a lesdo por IR pode gerar danos as
proteinas da membrana celular e aos endotélios dos capilares, gerando
alteracdes como edema, congestédo, perda de coeséo celular e hemorragia
(SAGSOZ; KISA; APAN; 2002; GILMONT et al., 1998; COLGAN et al., 2003;
CELIK et al., 2004; PEREIRA, 2000; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
MCCANCE, 1998). Porém HUE n&o sofreram a interrupgao do fluxo arterial.

Pode-se questionar quanto a manipulacdo de HUE no intra-
operatorio, porém se essas alteracbes (edema, congestdo, hemorragia e
perda de coesao celular) estivessem relacionadas com o manuseio dos
Uteros esquerdos através das pincas, era esperado que acontecessem a
partir do grupo do dia 1. Como nao foi 0 que ocorreu, demonstra-se que
esses escores aumentados ndo foram desencadeados pela manipulacéo
cirurgica.

Okazaki et al. (2005) afirmam que, em seu estudo, o utero
controle, apos isquemia uterina unilateral, ndo sofreu altera¢cdes, entretanto
a duracdo da isquemia foi de apenas 30 minutos. Havendo concordancia
com o presente estudo, pois a alteragédo isquémica no utero controle so foi
observada apos 1 dia de isquemia. Thaete e Neerhof (2006) apresentam um

estudo realizado em ratas as quais eram submetidas a interrupcéo do fluxo
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sanguineo de apenas um utero, no 17° dia de gravidez. Observaram que a
cessacdo do suprimento sanguineo unilateral levou a reducdo do
crescimento fetal ndo s6 do Utero teste, mas também do uUtero controle
(contralateral a interrupcdo). Sugeriram que a reducéo do crescimento fetal
foi causada ndo s6 pela interrupcdo do suprimento sanguineo a unidade
uteroplacentaria, mas também por mediadores que sao produzidos em
resposta ao insulto isquémico. Estes mediadores sdo a ET1 e o PAF, que
agem sinergicamente produzindo uma diminuicdo do fluxo local. Neste
mesmo trabalho, verificou-se que a expresséo da ET1 e PAF se comportava
de maneira similar nos dois Uteros (teste e controle) reforcando a
consideracao de que a restricdo do crescimento fetal é secundaria também a
acdo de mediadores circulantes e ndo somente ao insulto isquémico local.
Existem varios outros tipos de mediadores que participam do mecanismo da
IR: leucotrienos, tromboxano, prostaglandinas (CAMPOS, YOSHIDA, 2004);
TNF, IL-1(KERRIGAN; STOTLAND, 1993; OKAZAKI et al., 2005)

Mesmo nao tendo sido realizada pesquisa de mediadores no
presente estudo, observou-se claramente que a isquemia produzida no atero
direito, de alguma forma afetou o Utero esquerdo. Sabe-se que o Utero,
apesar de bicorno, é um s0, e é possivel imaginar que o fato de um corno
uterino entrar em isquemia e sofrimento possa promover alteragcdes em todo
0 orgao. Por este mesmo motivo ndo se considera o Utero direito e o Gtero
esquerdo, de uma mesma rata, como variaveis independentes, e sim como
variaveis relacionadas.

ApOs esse aumento inicial dos escores no sétimo dia, as médias,
no decorrer do tempo, permaneceram semelhantes entre si (p > 0,05),
mostrando uniformidade do tecido uterino esquerdo a partir da primeira
semana de LAU, ou seja, do sétimo ao 21° dia apdés a LAU néo se observou
mais aumento da soma dos escores referentes a isquemia uterina, falando a
favor da recuperacdo do suprimento sanguineo uterino por meio de outros
vasos (colaterais) e a consequente diminuigdo da produgcéo de mediadores

circulantes responsaveis pelo insulto no tecido uterino.
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Depois de estudar HUD e HUE isoladamente, foi realizada a
comparacdo o0s hemi-Uteros teste com seus respectivos controles. A
estratégia de utilizar um dos cornos uterinos como teste e 0 outro como
controle foi extraida de outros estudos (WIGGLESWORTH, 1974; BRUCE,
1972; VELASCO et al., 1973; TANAKA et al., 1994; THAETE; NEERHOF,
2006; OKAZAKI et al., 2005).

Observou-se que, em todos os periodos de tempo estudados, o
valor dos escores do HUD é superior ao de HUE, porém sé se pode afirmar
isso de maneira significativa no grupo do dia 1 (p < 0,026), ou seja, depois
do primeiro dia ndo existiu outro momento em que houve diferenga do utero
teste e seu controle referente. O agravo isquémico, do ponto de vista
histolégico, ndo progrediu no Uutero teste no decorrer do tempo,
semelhantemente ao que ocorreu com o Utero controle. Esta informacgéo
estabelece uma idéia de conservacao uterina ap0s a isquemia ou a uma
resolucdo espontanea dos efeitos isquémicos através da circulacéo
colateral, fornecendo uma boa expectativa quanto a fertilidade das ratas.
O'Leary (1980) realizou LAU associado a ligadura das artérias ovarianas, em
cadelas, e evidenciou que os tecidos uterinos permaneciam viaveis apos a
isquemia.

Estudos em mulheres mostram que a isquemia uterina para
tratamento de miomas néo prejudica a funcao uterina. Quando se realiza
EAU a principal complicagcdo € a insuficiéncia ovariana e ndo a necrose
uterina (DONNEZ; JADOUL, 2002; TAYLOR; GOMEL, 2008; WALKER;
PELAGE, 2002; RAZAVI et al., 2002; TROPEANO et al., 2004). Muitos
autores também declaram LAU como uma técnica que mantém a
funcionalidade uterina, ou seja, que nao ha lesdes isquémicas expressivas,
mantendo entdo a fertilidade (LIU et al.,, 2006; SENTILHES et al., 2008;
HOLUB et al., 2008; HEBISCH; HUCH, 2002). Alguns afirmam que, em seus
dados, o Utero apOs a isquemia ndo mostrou qualquer sinal laboratorial
detectavel de isquemia, necrose ou inflamacéo (BANU et al, 2007).

Ao se avaliar essas alteracbes histopatoldgicas de maneira

isolada, percebe-se que a diferenca significativa entre a soma dos escores
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do HUD e HUE que ocorreu no grupo do dia 1 apés a LAU, fez-se a custa da
congestdo, pois € a Unica alteracdo isolada que se diferencia
estatisticamente do utero controle. Os escores referentes ao edema, a
hemorragia e a perda de coesdo celular ndo apresentaram diferencas
estatisticas em relagdo ao utero controle.

Em HUE, as médias dos escores de edema, hemorragia e perda
de coeséo celular ndo ultrapassaram o valor 1 (maximo de 3). A maior média
encontrada foi da congestéao (1,3 £ 0,6) no 14° dia de isquemia (maximo de
3), mas apdés o 14° dia, até as médias dos escores de congestdo nao
ultrapassaram o valor 1 (maximo de 3), ou seja, no 21° dia ndo houve média
de escore superior a lesbes acima de 33% do tecido.

Os escores de edema e de perda de coesdo celular se
comportaram exatamente da mesma forma, em todos os dias avaliados,
afetando menos de 33% dos tecidos isquemiados. Da mesma maneira,
estudo realizado com a ligadura da artéria ovariana e ratas falsamente
operadas, observou-se, em estudos histolégicos, que ndo havia diferencas
entre o edema e a perda de coesao celular nestes dois grupos
(ZACKRISSON, 2000).

Assim como no HUE também foi observado, no HUD, uma média
de escore maxima igual a 1 (maximo de 3), no 21° dia. A maior média
encontrada foi da congestao no sétimo e no 14° dias de isquemia. Observa-
se gue as médias dos escores decrescem a partir do sétimo dia, exceto
guanto a hemorragia, que apresenta um crescimento significativo no 21° dia
de isquemia em relacdo ao primeiro dia (p < 0,05). Esse decréscimo da
congestdo, edema e perda de coeséao celular, no 21° dia, acontece de tal
maneira que quando comparado com as médias dos escores do primeiro
dia, ndo ha diferenca estatistica (p > 0,05), sendo os mesmos semelhantes
entre si. Estudo avaliando o efeito da IR em ovarios demonstrou que, no
grupo que sofreu isquemia, minimo a moderado edema, congestao,
hemorragia e perda de coes&o celular foram evidenciados (SAGSOZ; KISA;
APAN, 2002). Yazici et al. (2007) também demonstraram a presenca destas

quatro alteracbes em ovarios isquemiados. Dados tais também podem ser
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avaliados no utero sob isquemia. Outro estudo realizando transplante de
Uteros de ovelhas, em que foi promovido uma hora de isquemia, ndo se
observaram também lesbes graves de reperfusdo (WRANNING et al., 2008).
Lichtinger et al. (2003) tAmbem afirmam que a oclusédo das artérias uterinas,
para tratamento de miomatose, extingue o0s miomas sem afetar
permanentemente o endométrio.

A congestdo e o edema foram as primeiras alteracoes
histolégicas, a serem identificadas ap0s a isquemia, ocorrendo em um
periodo de 24 horas ap0s o procedimento (Utero teste), alteragcéo tal que so
se tornou apresentavel no Utero controle a partir do 7° dia. Em estudo que
utilizou clampeamento da artéria uterina em ratas observou-se, apos 30
minutos de isquemia, seguida de seis horas de reperfusdo, o aparecimento
de congestdo (OKAZAKI et al.,, 2005). Noutro trabalho, que promovia a
isquemia ovariana e em que se avaliavam as alteragfes histologicas,
observou-se que a partir de 8 horas de isquemia, a primeira alteracéo que se
apresentou foi a congestdo. A segunda alteracdo que surgiu foi a
hemorragia, sendo visualizada entre 12 e 24 horas de isquemia (TASKIN et
al, 1998). No presente estudo, a hemorragia sé foi identificada apos o
primeiro dia, tanto no Utero esquerdo quanto no direito.

Quando se avaliou a resposta dos ovarios quanto a LAU na
porcao inferior da artéria uterina direita, observou-se que as meédias do
namero de foliculos e de corpos lateos dos ovarios esquerdos eram
semelhantes entre si no decorrer do tempo. Mesmo ocorrendo lesdes
histolégicas nos uteros controle, ndo houve diferenca nos ovarios controle.
Assim como em um estudo que realizou tor¢cdes anexiais unilaterais e
comparou 0S ovarios contralaterais (controles), estes ovarios néao
apresentavam nenhuma alteracdo histologica ou bioquimica referente a
isquemia (TASKIN et al, 1998).

Comparando os ovarios direitos entre si no decorrer do tempo,
notou-se que ha diferencas estatisticas entre os foliculos (p=0,04), e entre
os corpos lateos (p=0,028). E importante lembrar que n&o houve ligadura da

artéria ovariana, mas mesmo assim 0 ovario respondeu com alteracdes
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significativas ap0s a ligadura da artéria uterina. Fato que faz ponderar a
respeito da importdncia da anastomose da artéria uterina com a artéria
ovariana para a ovulacao. Peppler (1976a) afirma que o ovario necessita da
fonte sanguinea vinda da artéria uterina para promover o funcionamento
adequado na ovulacao; refere que o suprimento sanguineo proveniente da
artéria uterina € essencial para a complementagéo da ovulacéo.

Interessante observar, que no presente estudo, houve uma
diferenca significativa entre a média do niamero de foliculos dos ovarios
direitos entre os grupos do dia 1 e do dia 14 ap6s a LAU (p<0,05), porém o
gue ndo se imaginava que acontecesse era que o numero de foliculos
aumentasse. O mesmo evento ocorre com 0s corpos luteos, porém entre 0s
grupos do dia 1 e do dia 7 ap6s a LAU (p<0,05). Sabe-se que o corpo luteo
necessita de uma alta taxa de suprimento sanguineo (BRUCE; MEYER;
DHARMARAJAN, 1984), porém o que se observou, apds a isquemia uterina,
foi aumento do niamero desses corpos luteos. Nota-se que no 21° dia tanto
0 numero de foliculos quanto o de corpos luteos nédo faz diferenca com o
grupo do dia 1, o que mostra que apds o pico de ovulagdo o ovario retorna
ao mesmo estagio do 1° dia de isquemia.

Em relagdo ao aumento de foliculos no 14° dia apés LAU nos
ovarios direitos (apos dois ciclos estrais), e 0 aumento dos corpos luteos,
apos uma semana de LAU (ap06s um ciclo estral) pode-se sugerir que a
diminuic&o do fluxo uterino ao ovario promoveu aumento no recrutamento de
foliculos como uma maneira adaptativa ao estresse vivido pelo organismo,
provavelmente por um aumento de FSH, pois Sperroff; Glass; e Kase (1995)
afirmam que o nimero de foliculos que amadurece depende da quantidade
de FSH disponivel.

Outras adaptacbes que o organismo pode ter realizado para
melhorar fluxo ovariano seria a vasodilatacao da artéria ovariana, permitindo
um fluxo adequado ao ovario e o estabelecimento dos vasos colaterais no
Gtero promovendo aumento do fluxo ovariano oriundo do Utero. Kupesic e
Kurjak (1997) afirmam que para haver crescimento folicular deve existir um

desenvolvimento paralelo do suprimento sanguineo.
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Apesar de alguns autores afirmarem que a importancia e a
frequéncia das anastomoses das artérias uterinas com as ovarianas nao
estarem bem descritas (RAZAVI et al, 2002; PARK et al., 2003), outros
autores ja estabelecem claramente como vasos colaterais do Utero as
artérias ovarianas e as vesicais (BRUCE, 1972; NUSKEN et al, 2007). Existe
também outro vaso que serve como circulagcdo colateral ao ovario,
proveniente do ligamento de suspenséo deste 6rgdo (ZACKRISSON, 2000).
Em um estudo realizado em 1976, ratas foram histerectomizadas e o
suprimento sanguineo colateral do ovario que restou foi mantido intacto em
um grupo e, no outro, foi interrompido. O grupo de ratas no qual a circulagéo
colateral foi interrompida apresentou diminuicdo da ovulacdo, demonstrando
a importancia da circulacéo colateral (PEPPLER, 1976b).

Quando comparados ovarios direitos com esquerdos (controle)
em cada grupo, observou-se que ndo houve diferenca entre os foliculos e
seus controles, apesar da diferenca significativa quando correlacionados os
foliculos entre si nos ovarios direitos. Isto mostra que os foliculos dos ovarios
direitos se comportam de uma maneira quase homogénea aos foliculos dos
ovarios controle, apresentando alteracbes bem discretas. Da mesma
maneira, um estudo, realizado com ratas submetidas a ligadura dos ramos
ovarianos dos vasos uterinos, avaliou o peso do uUtero como indicador de
atividade estrogénica e quando comparadas ao grupo controle né&o
apresentaram qualquer alteracdo no peso de seus uteros com normal
desenvolvimento do peso corpéreo (PRADO; AOKI; ALDRIGHI, 2007).

Quando os corpos luteos sdo comparados entre os ovarios direito
e esquerdo, observam-se diferencas significativas nos dois primeiros dias de
isquemia. No primeiro dia, a média dos corpos luteos do ovario esquerdo é
maior que o dobro da média dos ovarios direitos (p = 0,042); isto pode ser
devido a uma resposta ovariana imediata a diminuicdo do fluxo proveniente
da artéria uterina.

No sétimo dia h4, praticamente, uma inversao daqueles dados. A
média dos corpos luteos dos ovarios esquerdos se torna quase a metade da

meédia dos ovarios direitos (p = 0,043). Os outros grupos, 14° e 21° dias,
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apresentam semelhangca em comparagdo com 0s grupos controle. Peppler
(1976a) realizou a LAU na porcéo inferior da artéria uterina unilateralmente,
e observou, no 10° dia de isquemia, a diminuicdo da ovulacdo do ovario
ipsilateral a ligadura em comparacao com o ovario controle.

Segundo Zackrisson (2000) a ligadura dos ramos ovarianos da
artéria uterina resulta na reducéo da taxa de ovulagdo quando a ligadura foi
realizada ha mais de trés horas. Afirma também que nas ratas ndo-gravidas
ndo ha diferenca entre os duas maiores artérias que suprem o fluxo
ovariano, as quais sao equivalentes. Porém, se houver uma obstrucao
individual na artéria uterina e, em outro caso, na artéria ovariana, a maior
reducdo sanguinea, no ovario, seria no caso em que houve a obstrucdo da
artéria ovariana.

Massa e Bruce (1997) afirmam que em ratas a artéria uterina
sempre contribui com o fluxo sanguineo ovariano, mas o contrario néo
ocorre. Afirmam também que se houver uma obstrucdo na artéria uterina
havera uma reducado significativa do fluxo ovariano. Da mesma maneira,
Prado, Aoki e Aldrighi (2007) sugerem que a funcdo hormonal do ovario das
ratas dependa exclusivamente do fluxo sanguineo proveniente dos ramos
ovarianos dos vasos uterinos.

Observou-se que a ovulagao retornou ao normal no periodo de 14
dias. Também foi notado que as alteracdes uterinas foram minimas nesse
processo isquémico, lesando aproximadamente menos de 33% dos tecidos
uterinos isquemiados. Por este motivo, necessita-se avaliar a funcionalidade
uterina e a funcdo ovariana para se poder analisar que tipos de
consequéncias podem promover a isquemia sobre o Utero.

Apesar de uma gama de artigos que avaliam a fertilidade apos a
LAU durante a gravidez, ndo havia estudos suficientes discutindo a respeito
da fertilidade apods a ligadura da artéria uterina realizada em ratas antes de
gestacao.

A percentagem de ratas gravidas que foram submetidas a
isquemia foi de 44,4%, o restante (55,6%) n&o engravidou (p = 0,024). Nem

todas as ratas testadas engravidaram, e as que 0 conseguiram engravidar
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obtiveram médias menores as das ratas controle (p = 0,029). A reducado da
fertilidade foi de aproximadamente 65%, taxa muito alta de infertilidade,
quando comparada com o estudo que realizou LAU, em ratas, no 17° dia da
gravidez e houve morte e reabsorcdo de 30% dos fetos (HUIZINGA et al.,
2004). Em estudo realizado com LAU, em mulheres, das 10 mulheres
submetidas ao procedimento, uma (10%) engravidou, porém 0s autores nao
informaram quantas destas mulheres tinham o desejo de engravidar
(HEBISCH; HUCH, 2002).

A fertilidade em mulheres, apés a LAU, segundo alguns autores,
nao € comprometida (LIU et al., 2006; SENTILHES et al., 2008; HOLUB et
al., 2008; HEBISCH; HUCH, 2002). No estudo de Sentilhes et al. (2008) das
16 mulheres que tinham o desejo de engravidar apos a isquemia uterina, 13
(81%) tiveram parto a termo, uma taxa relativamente alta. Ja o trabalho de
Holub et al. (2008), realizado para avaliar a gravidez apés a oclusdo das
artérias uterinas, mostrou uma taxa de gravidez, apés LAU, de 46,9%,
destas, 84,7% tiveram parto a termo.

Em outra pesquisa (com ligadura das artérias hipogastricas), os
autores afirmam que nao houve caso de infertilidade secundaria. As
pacientes, que desejavam uma nova gravidez, conseguiram em menos de
12 meses. Se a gestacao ocorreu apos 12 meses, entre o procedimento de
ligadura e a gravidez subsequente, os pacientes disseram que era de sua
propria escolha retardar a gravidez (NIZARD et al., 2003).

Como a infertilidade pode resultar de uma falha de fertilizacao
ou da perda do blastocisto fertilizado antes do implante. Uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares responsaveis para a
implantagéo e placentacdo pode melhorar habilidade para o tratamento de
transtornos relacionados a esses processos (NORWITZ; SCHUST; FISHER,
2001). Além disso, ha certas semelhancas fundamentais entre os processos
de implantacdo de embrides dos ratos e de humanos (PARIA et al., 2000).

O fato de algumas ratas, ap6s LAU, evoluirem para gestacdo
normal, mesmo com um numero menor de fetos nascidos, sugere que ha

uma boa funcdo ovulatoria. Ao se avaliar este indice de gravidez pode-se
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levantar a hipotese de que haja alteragBes nos Uteros de algumas ratas que
estejam dificultando a gravidez das mesmas, talvez a expressado de
mediadores circulantes (THAETE; NEERHOF, 2006), pois pela avaliacédo
histopatoldgica, os escores encontrados foram, em sua grande maioria, de

leve intensidade.
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6. Conclusodes

A técnica de LAU em ratas nao-gravidas, descrita neste trabalho,
mostrou-se efetiva para promocéao da IR e de facil reprodutibilidade.

As alteracBes histopatolégicas provocadas pela LAU direita
afetaram HUD de maneira uniforme.

As alteracbes histoldégicas decorrentes da LAU em HUD
ocorreram de forma significativa a partir do sétimo dia, ndo progredindo apos
isto.

As alteracdes histopatolégicas encontradas em HUE (controle)
sugerem que ha outros mecanismos que podem promover a alteracao
histopatolégica uterina além do préprio insulto isquémico.

As alteragBes histologicas promovidas no HUD foram de leve
intensidade nao diferindo dos controles, exceto no primeiro dia de isquemia.

N&o houve alteracdo no nuamero de foliculos e corpos luteos dos
ovarios esquerdos apos LAU direita. Quanto aos ovarios direitos, houve
alteracdes leves que regrediram apos o 14° dia da realizacdo da técnica.

A LAU direita, em ratas nado-gravidas, provavelmente reduz a

fertiidade das mesmas.
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