BEATRIZ ANGELICA CHARLOTTE THOMAZ

ASPECTOS HISTOLOGICOS DO OVARIO DE
COELHAS APOS CRIOPRESERVACAO

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da Pontificia
Universidade Catolica do Parana
como requisito parcial para a
obtencdo do grau académico de
Mestre

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria de Lourdes Pessole Biondo-Simdes

Coordenador: Prof. Dr. Waldemiro Gremski

CURITIBA

2005



Sao futeis e cheias de erros as ciéncias
que nao nasceram da experimentacao,
mae de todo conhecimento.

Leonardo da Vinci
(1452 - 1519)



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Waldomiro Gremski, coordenador do curso de POs-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Pontificia Universidade Catdlica
do Parana, por proporcionar, junto a instituicdo, a possibilidade da
realizacdo desse estudo.

A Prof. 2 Dr. @ Maria de Lourdes Pessole Biondo-Simdes, muito mais
do que orientadora, minha sincera amiga e exemplo de sabedoria,
perseveranca e disciplina.

A Gilberto van den Boogaard, meu tio, amigo e mecenas. Sem ele, eu
nao teria a coragem de iniciar esta jornada.

A Universidade Estadual de Maringa, por conceder as condi¢cbes de
experimentagao.

Ao Dr. Alvaro Pigatto Ceschin, por me abrir as portas da pesquisa e
acreditar em meu potencial.

Ao Dr. Carlos Gilberto Almodin e a equipe Materbaby.

Ao Dr. Sérgio loshii, pela orientacdo na leitura das laminas.

A Paula Salini Abrah&o, pela bem-vinda ajuda nos textos em inglés e
na configuracao da dissertacéao.

Ao Dr. Antonio Vazquez e ao Dr. Nélio Fiorenza, por permitir
flexibilidade em meu horario de trabalho.

A meus verdadeiros amigos, que me incentivaram e tiveram a feliz
idéia de me chamar para uma cervejinha quando estava a beira de

um surto na elaboracéo deste estudo.



Dedico este trabalho a meus pais, Arildo e Cornélia,
que me educaram no caminho do amor,

da honestidade e dos estudos.

Ao Eduardo, meu companheiro de
todos os momentos, pelo

incentivo e amor incondicional.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS .....euuiiiiei ettt e e e e e e e et et s s e s s s e e e e e s e s e e s e s s e e eaaananeseeeaaeeeennns vi
LISTA DE QUADROS......uuiiiiiiiieeiiiitiiss e e e s s s ees e eessssae s e s s s s e s enrssaasasesasseeensssannnseeeeeesennnns vi
LISTA DE FIGURAS ....ovtiiiiee i ieeeeeeiriis s s s s e e e e e e e easass s e s s s s e e e naasaan e e s s e s s eenesnnnnesaeeaeeasnnnns vii
1 INTRODUGAO ....veiviitictietieticseeseeeeseeeeseseebesbessessessesseesseseesssssessessesesessessesesnennens 1
1.1 OBIETIVO ..uiiiicciiiieiie e et ee s e e e e e et e aaaa e e e s s s s e e e r s aan s e e e e e s e e e rnnran e eneea s 7

2 LITERATURA.......ccoeenn... e 8
2.1  EFEITOS GONADOTOXICOS DA QUIMIO E RADIOTERAPIA ......ccvveereeiniieeneennnnn 9
2.2 CRIQPRESERVACAO .................................................................................... 12
2.3 ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERAGAO CELULAR — PCNA......oevurrrreereeneas 17

T | 10 P 20
3.1  DESCRICAO DA AMOSTRA .....eeitiiuiististiestessesstsstsssesstssbesstssbesstssbesbssrasssssrnns 21
3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTAGAD .....coeeuiiieieteeeseeeeses s es e e s sas e 21
3.3  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL...ccuuuuiiiiiiireeeiriunisesesseeeesssnssneesssseesssnnnnnnns 21
200 T 1 g1 1 T PP 21
3.3.2  Preparo do animal .....ccuueiiiuiiiiiicccie e 22
3.3.3  Laparotomia e 00forectomia.......cccvuiieriiiiiiiiiiiiin e 22
3.3.4  Preparo A0S OVAIIOS ......uuueerreurssuussssssnnnsssnsssssssnsssnsssssssssssssnnnnnnsnnnnnnnnnnnns 24
3.3.5  Descongelamento......ccuueiiiuiiiiiiiiiii e 25

G 70 X < T =Tl o o= [ [ 2\ 25
3.3.7  Avaliagdo histol0gica geral.......ueeiiiiiiiiiiiiiireriiees s cesssrrrr e 26
3.3.8  Andlise imunohiStOQUIMICA ...uuuuuuiieeeereeeeririise e e e e e e errrn e e e e e e e e e eennaes 29
3.3.9  ANAlise €StatiStiCa . .uuuurrrrrrrrrirriririiiiiuriiirrrrerrrsrrrr i ——————————————— 29

4 RESULTADOS............ P 30
4.1 ANALISE HISTOLOGICA GERAL .......oiimiiitiniisiiniininsie s 31
4.2 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA POR PCNA .....coiiiiiieeriiriniee e e e eernnnnnn e 37

5 DISCUSSAO .....ccoveeee, OO 43
5.1 A RESPEITO DO METODO.......ccttttrruuuiisesssseeeerennnnsnssessssesssssnneesssssssssnnnnnns 46
5.1.1  Animal de eXperimentaga0 .......veeeerruirerrerruirereresnieeseersnisesrersnsersessneeseens 46
5.1.2  CriOPrESEIVAGAD .eveveeereeerrrererrerreserreerestteseereresssseesssseeeseeseeseeereereereerreeen 46
570 G B (o o1y o T J-To L @ g (o] o] 0] 1= (0] £ XTI 48
5.1.4  Tip0S de CrioproteLOreS .....ivvuuiiriiiiiiii et e e e e e s e r s aan e eaaeees 51
5.1.5  Dificuldades da CriopreServagan .........ceeeeeeeeeerreeeeeeeeseeeeeeeeeseeereerereseeeeeeees 51
T T V1 =T o YNt 52

5.2 A RESPEITO DOS RESULTADOS .....cuuuiiiiiiiieeeirrnnusisnseesssesesssssssnsssssssssssssnnnns 53
5.2.1  Andlise histolOgica geral.......uuuiiiiiiiiiiiiiiieiee s essssrrrr e 53
5.2.2  Analise ImunohiStOQUIMICA......cuurirruriiiiiiin e 57

6 CONCLUSAD ...veveieretetiesteestese e tesesbe e e s se e se e ssesesesbe e ssesesaese s sbenesseseseesenennnas 59
REFERENCIAS......coiittittiiiiee e ie s eectiitrs s s s s s e e e e et et aaas e e e s s s e e e et e aaa e e e s eeseeeeasan i aaaaeeaeeeeennns 61
NORMAS UTILIZADAS .....uiiiiiieeeiiiiiiias e e s s e s e e eeseassss s e s s s s s e e sassasaaeesaaseseesssannaeeeaanesennnns 72
ANEXOS ..iitiiiiee e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e et reeaeeeeeee e aaeeeernes 74



Vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas histoldgicas encontradas N0S grupos ........cceeeeeeeens 31
Tabela 2 - Analise imunohistoquimica por PCNA das células lUteas e estromais do tecido
NAo congelado € CriopreSErVado........uvviveiiiiieiiiiiieeei e e e e e e e e e e e e e s e e e e rereeees 38

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Andlise comparativa em relacao ao tipo de tecido........uuuvvviiiviiiieeeeeeeeeeenenns 39

Vi



Vil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ovario direito contido por pinca hemostatica ..........uuvieerreieeeiviniiiieeeeeeeeeennns 23
Figura 2 - Aspecto da sintese do plano peritonio-musculo-aponevrotico (1 )....eeeeeeeeeeenns 23
Figura 3 - Aspecto macroscopico de ovario normal ndo congelado...........ooevvcuvrrreeennnnn. 24
Figura 4 - Caracteristicas histoldgicas encontadas NOS gruposS...........ccueeeerrueeeenniineeeennnn 33

Figura 5 - Fotomicrografia de ovario demonstrando foliculo secundario em tecido nao

congelado (HE = 400X) .. .cuuiiieriieiiieieriieseine s ess s e s s esan s s s s e s e s e s s s eaan e s eaaseesnnns 33
Figura 6 - Fotomicrografia com foliculo primario em tecido ndo congelado (HE- 400X)...33
Figura 7 - Fotomicrografia com visibilizagdo de foliculo primordial em tecido

criopreservado (HE- 100 X) ...icuuuiiiuiiieiiinseiiieseene s esn s es s sns s s s s s s s s s eaae s ennnes 34
Figura 8 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado demonstrando foliculo
primordial com contornos irregulares (HE - 400X) .....c.coviiuiiiiriinienniniennseennseenaaens 34
Figura 9 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado em que se observa
fragmentacdo do 00CItO (HE - 400X) ...ucveeeeeeeeerrrrnnieeeeeeeeeerennnnneesesseressssnnnnneeeeeees 35
Figura 10 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando distribuigao irregular da
Cromating (HE = 400X) ...uiiuuiiiiiieiie s e e s as s s s s e s s e aan e e aae e e e nnnas 35
Figura 11 - Fotomicrografia de ovario na qual se verificam vacuolizacOes citoplasmaticas
(HE = 400X) 1ttt teeetueeeeeruneeseesss e s s e rasss s s s sana e s s s e s e s e s eaae e s e e raa e e e s e rsa e e e e esnnaeseennnnn 36
Figura 12 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando fragmentagao nuclear das
células da granulosa (HE - 400X) ..uuuuuuieeeeerreeererrnniiseeeeererensnnnnnseessssesssssnnnneeeeeees 36
Figura 13: Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado com visibilizagao de
degeneracgao hialina (HE - 400X) ....ccuuiiiiiiiuiiiieeiiiineeeesne s sessne e s sesnan e s s eesnn e e s eesnnas 37
Figura 14 - Fotomicrografia de ovario demonstrando foliculos primordiais e foliculo
secundario PCNA positivos em tecido nao congelado (400X)..........eeerrermmmmnnnnnnnnnnnns 40
Figura 15 - Fotomicrografia com foliculo primario e células luteicas PCNA positivas e
estromais PCNA negativas em tecido ovariano nao congelado (400 X).........ccceeeenen. 40

Figura 16 - Fotomicrografia com foliculos primarios e primordiais e células luteicas PCNA
positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano ndo congelado (400

Figura 17 - Fotomicrografia demonstrando foliculos primordiais e células luteicas PCNA
positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano criopreservado
G010 TP PPRPPPPPPTR 41

Figura 18 - Fotomicrografia onde se observam foliculos primordiais e células luteicas PCNA
positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano criopreservado (100

Vii



viii

RESUMO

Com a finalidade de avaliar a preservacao folicular e as caracteristicas celulares
do tecido ovariano criopreservado e comparar com o0 ndo congelado, dez coelhas
brancas adultas, sob anestesia, foram submetidas a ooforectomia direita. O ovério
ressecado foi dissecado, mantendo-se o0 cértex com uma espessura de,
aproximadamente, 1,5 milimetros. O tecido foi fragmentado em pequenas
seccOes, algumas reservadas para o estudo histologico de controle e outras
destinadas a criopreservacdo. Passadas 6 semanas, efetuou-se o
descongelamento do tecido ovariano e avaliou-se histologicamente. As amostras
do controle e do experimento, apos processamento histolégico, foram coradas
pela hematoxilina-eosina e tratados pela técnica imunohistoquimica do PCNA
para avaliagdo da preservacdo do DNA. Identificaram-se as alteragcbes
histologicas presentes no tecido ndo congelado e no tecido criopreservado e a
avaliacdo do potencial de viabilidade do tecido criopreservado. Observou-se que
no tecido criopreservado soO persistiram odécitos primordiais. Entre as alteracdes
reversiveis identificou-se vacuolizacdo citoplasmatica (p=0,039), lise estromal
(p=0,022) e od6citos com contornos irregulares (p=0,022). Encontraram-se as
alteracdes irreversiveis: degeneracao hialina (p=0,210) e picnose (p=0,210), ainda
gue em niveis nao significantes. A analise imunohistoquimica demonstrou que os
foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento no tecido ndo congelado e os
foliculos primordiais no tecido criopreservado apresentaram positividade para o
PCNA, indicando a presenca de DNA ativo.

DESCRITORES: Criopreservacao. Ovario. PCNA. Coelhos.
Histologia.
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ABSTRACT

Ten grown up female white rabbits, under anesteshia, had been
submitted to right oophorectomy to evaluate the follicular
preservation and the histological characteristics of the cryopreserved
ovarian tissue and compared to the fresh one. The dryed ovary was
dissected and maintained the cortex with 1,5 millimeters thickness,
approximately. The tissue was fractionated in small sections, some
reserved for the control histological study and others destined to the
cryopreservation. Six weeks later the ovarian tissue was thawing and
evaluated histologically. After histological processing, the control
samples and the experiment ones were stainned by the
hematoxylineosin and treated immunohistochemistry by the PCNA
technique for evaluation of the DNA preservation. Histological
alterations present in the fresh tissue and in the cryopreserved one
were identified, and the evaluation of the criopreserved tissue
viability was made. It was observed that in the cryopreserved tissue
only primordial follicles persisted. It had been identified the
reversible alterations: cytoplasmatic vacuolation (p=0,039), stromal
lysis (p=0,022) and oocytes with irregular contours (p=0,022).
Irreversible alteration: hyalin degeneration (p=0,210) and pycnosis
(p=0,210) were found, even not in significant levels. The
immunohistochemistry analysis demonstrated PCNA stainned for
follicles in different stages of development in the fresh tissue and
primordial follicles in the tissue cryopreserved, indicating the
presence of active DNA on both tissue.

KEY WORDS: Criopreservation. Ovary. PCNA. Rabbits. Histology.



1 INTRODUCAO



O ovario contém uma reserva de células germinativas que
excede o numero de foliculos suficiente para todos os ciclos
menstruais, desde a puberdade até a menopausa. Esse estoque é
definido antes do nascimento e ndo pode ser reposto. Atualmente
nao ha metodologia comprovada para impedir o declinio da reserva
folicular, embora o processo de criopreservacao permita uma opcao
para a manutenc¢do, a longo prazo, dos odécitos.

O transplante ovariano data do século XIX, quando alguns
acreditavam que conseguiriam o rejuvenescimento com o transplante
de células produtoras de horménios sexuais. Somente no século XX
houve real interesse no transplante de 6rgados reprodutivos. Apesar
de varias tentativas do transplante ovariano alogénico nos anos de
1900, nenhum beneficio clinico foi alcancado, principalmente devido
as reacOes imunes. Um grande avanco ocorreu em 1948, quando o
primeiro crioprotetor, o glicerol, foi descoberto. O desenvolvimento
de métodos de congelamento utilizando os crioprotetores levou aos
experimentos de transplante de tecido gonadal criopreservado de
ratos, em 1954, com Deanesly e Parkes. Em 1960, Parrot obteve o
nascimento de camundongos utilizando a criopreservacao. Nos anos
90, os pesquisadores iniciaram o estudo das potenciais aplicacdes
clinicas da criopreservacao, utilizando novos crioprotetores. (LEE,
OUHIBI e BATTAGLIA, 2001).

A tecnologia de criopreservacdo pode potencialmente ser
utilizada para preservar a fertiidade em pacientes a serem
submetidos a tratamentos que levem a esterilizagcdo ou que tenham
risco de menopausa precoce. Pacientes jovens, com cancer, que sao
submetidos a tratamentos de quimio e radioterapia, tém conseguido
uma sobrevida prolongada e com qualidade, sem nenhum traco da



doenca. Entretanto, este tipo de tratamento afeta as células
germinativas, que sao suscetiveis a toxicidade do tratamento,
causando faléncia ovariana precoce (LUSHBAUGH, CASAREN, 1976;
DAMEWOOD, GROCHOW, 1986; APPERLEY, REDDY, 1995;
MEIROW, NUGENT, 2001). A infertilidade é a principal complicacao
imposta as pacientes jovens, especialmente aquelas que nédo tém
nenhuma intencdo de engravidar num futuro préximo. Apesar de
parte das pacientes jovens apresentarem somente amenorréia
temporaria apo0s a radioterapia, sabe-se que pode haver deplecéao
severa da reserva de foliculos e, em consequéncia, menopausa
prematura (NEWTON, 1998). Um modelo matemético estima que a
reducdo de 90% da populacdo de células germinativas, em meninas
com idade inferior a 14 anos, pode resultar na faléncia ovariana
permanente até ao redor dos 27 anos de idade (FADDY, GOSDEN,
GOUGEON, RICHARDSON e NELSON, 1992).

A criopreservacdo do esperma permite aos homens jovens,
submetidos a tratamentos de cancer, preservar sua fertilidade
(GOLDBERG, MASHA, FALCONE e KOVAC, 1999).

Infelizmente  muitos autores observaram importante e
inaceitavel baixa da taxa de gravidez quando tentaram o
congelamento de ovulos (MAZUR, LEIBO e CHU, 1972; TROUNSON
e KIRBY, 1989; VINCENT, PICKERING e JONHSON, 1990; PORCU,
FABRI, SERACCHIOLI, CIOTTI, MAGRINI e FLAMIGNI, 1997).

A criopreservagdo ovariana do tecido apresenta 0 mesmo
objetivo para mulheres e poderia ser, também, uma opcao para
criancas. Entretanto, somente os foliculos primordiais sobrevivem
apés o congelamento e a maturacdo folicular € necesséaria apés o
descongelamento. Este processo de maturacdo né&o foi realizado
ainda em seres humanos; casos de gravidez foram obtidos somente
em modelos animais.

Os foliculos primordiais sdo as células germinativas mais

importantes do tecido ovariano. Uma vez que esses foliculos sédo



menores e metabolicamente menos ativos, s&do também mais
tolerantes ao processo de criopreservagdo, que requer nao somente
a sobrevivéncia do odcito e das células da granulosa, mas também a
manutencdo das juncdes gap e do metabolismo essencial ao
crescimento e desenvolvimento do o6cito (BANU DEMIRCI,
LORNAGE, SALLE, FRAPPART, FRANCK e GUERIN, 2001). Além
disso, os foliculos primordiais apresentam-se em quantidade
abundante e com localizagcdo periférica.

Os fragmentos de tecido ovariano podem ser obtidos por
biopsia coletada por laparoscopia ou pela disseccédo total do cortex
do ovario (GOSDEN, 2000).

A criopreservacdo de tecido ovariano pode ser realizada em
procedimentos de ooforectomia curativa ou profilatica, quando
houver necessidade de quimioterapia com agentes alquilantes em
grandes doses ou quando a radiacdo pélvica € necessaria,
particularmente em casos que requeiram quimioterapia combinada
com radioterapia (AUBARD, PIVER, PECH, GALINA e TEISSIER,
2001).

Em algumas destas situagcdes, o transplante de tecido
criopreservado pode ser perigoso, uma vez que células cancerigenas
poderiam remanescer nos enxertos assim como viroses incluindo HIV
e hepatite. A melhor solugdo neste caso é a maturacédo folicular in
vitro (PICTON e GOSDEN, 2000).

O congelamento do tecido ovariano tem sido feito,
recentemente, com resultados muito satisfatorios, mantendo a
viabilidade do tecido germinativo (NEWTON, AUBARD,
RUTHERFORD, SHARMA e GOSDEN, 1996; HOVATTA, SILVER,
KRAUSZ, ABIR, MARGARA, TREW, LASS e WINSTON, 1996;
GOSDEN, 2000).

A restauracdo da fertilidade, com o0 uso deste tecido
criopreservado, é ainda hipotética e sem um protocolo consensual
(SALLE, DEMIRCI, FRANCK, RUDIGOZ, GRUERIN E LONAGE,



2002). Trés alternativas foram descritas como possiveis:
autotransplante ovariano (AUBARD, LAVIGNAC, GRANDJEAN,
PIVER e TEISSIER, 1996; AUBARD, PIVER, COGNIE, FERMEAUX,
POULIN e DRIANCOURT, 1999); transplante heterélogo ovariano
(OKTAY, NEWTON e GOSDEN, 2000) e maturacdo de foliculos
ovarianos primordiais in vitro (CORTVRINDF, SMITZ e VAN
STEIRTEGHEM, 1996; PICTON e GOSDEN, 2000). Nos casos em
que se pretende utilizar o tecido ovariano para criopreservacao ou
para bancos de gametas, é importante a manutencdo de sua
integridade e da viabilidade. Para a avaliacdo da morfologia e
funcionalidade folicular, os pesquisadores tém utilizado técnicas
diversas como a analise histolégica apos coloragdo com
hematoxilina-eosina (NEWTON et al., 1996; OKTAY et al., 2000;
LUNDY, SMITH, O'CONNELL, HUDSON e MCNATTY, 1999); técnica
de fluorescéncia por microscopia eletronica (BAIRD, WEBB,
CAMPBELL, HARKNESS e GOSDEN, 1999; GOOK, EDGAR e
STERN, 1999), analise citoldogica de esfregaco vaginal (CANDY,
WOOD e WHITTINGHAM, 1995); anélise histolégica e dosagens
séricas de FSH e LH (SALLE, LORNAGE, FRANCK, ISOARD,
RUDIGOZ e GUERIN, 1998; GOOK, EDGAR e STERN, 1999;
NISOLLE, CASANAS-ROUX, QU, MOTTA e DONNEZ, 2000) e
analises imunohistoquimicas com marcadores, como o0 Antigeno
Nuclear de Proliferacdo Celular — PCNA (proliferating cell nuclear
antigen).

O atual conhecimento dos mecanismos reguladores do ciclo
celular tem levado a descoberta de alguns antigenos celulares
expressos em ceélulas em proliferacdo (marcadores de proteinas),
que podem ser identificados por métodos imunohistoquimicos,
através da utilizacdo de anticorpos especificos para esses antigenos
(HUANG, COLTRERA, SCHUBERT, MORTON e TRUELOVE, 1994). O



PCNA é um desses marcadores e tem sido utilizado em estudos
mostrando resultados promissores, principalmente como marcador
diferencial entre lesbes benignas e malignas. Uma grande vantagem
desse marcador é a possibilidade de utilizacdo em tecidos fixados
pelo formol e incluidos em parafina, o método mais utilizado no
preparo dos tecidos para exames histopatolégicos.

O PCNA constitui um polipeptideo com peso molecular de 36
quiloDalton (KURKI, VANDERLAAN, DOLBEARE, GRAY e TAN,
1986); estd expresso em grande parte do ciclo celular, com excecéao,
apenas, da fase M (OKTAY et al., 1997) e vem sendo amplamente
utilizado com o objetivo de identificar células com DNA ativo.
(RABENHORST, BURINI e SCHMITT, 1993). Constitui uma proteina
nuclear associada com o ciclo celular, que atua como co-fator para a
DNA polimerase delta, uma proteina que aumenta a capacidade da
polimerase em utilizar moldes que contenham regides especificas a
sintese de DNA. A polimerase delta possui uma atividade de
exonuclease 3’ para 5’, importante na fidelidade da replicacdo do
DNA. Isso sugere que ambas as polimerases, alfa e delta, poderiam
atuar juntas na replicacdo do DNA (TOSCHI e BRAVO 1988). O
PCNA foi originalmente detectado em 1978, durante experimentos
com soro de pacientes com lupus eritematoso sistémico, em virtude
de sua reacao positiva com nucleos de células em proliferacdo e
negativa com células restantes de tecido normal humano (MIYACHI,
FRITZLER e TAN, 1978) e por BRAVO e CELIS (1980), através de
estudos eletroforéticos em gel. Esses autores denominaram a
proteina de Ciclina. Sua distribuicdo no ciclo celular aumenta a partir
da fase G1, atingindo o pico maximo em S, diminuindo a partir da
fase G2, e passando a exibir niveis tdo baixos na fase M e em
células quiescentes, que ndo € identificado por meétodos
imunohistoquimicos’

Apesar de a expressdo do PCNA, em algumas situa¢cdes, poder

refletir outros fendmenos, além de proliferacdo celular como, por



exemplo, reparo e replicacdo do DNA - e, ainda, apesar de ser essa
expresséao influenciada pela acdo dos fatores de crescimento (EGF e
TGF-a) (CLEARY, SNOW, PARIS, SHAW, COX e JENKIN, 2001),
muitos trabalhos s&o realizados com o intuito de relacionar essa
expressdo com indices proliferativos de diversas alteracdes
patolégicas (ROBBINS, DE LA VEGA, OGATA, TAN e NAKAMURA,
1987; HALL, COATES, GOODLAD, HART e LANE, 1994).

1.1 OBJETIVO
Este estudo analisa os aspectos histolégicos do ovario de

coelhas apods criopreservacdo bem como avalia a preservacgédo

folicular desse tecido, comparada ao tecido ndo congelado.
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macacas. A pesquisa foi desenvolvida administrando acetato de
Leuprolide antes, durante e ap0s a radiacdo em dose de 200 rads/dia
para um total de 4000 rads aos ovarios de macacas rhesus.
Coletaram amostras frequentes do soro para dosagem de estradiol
(E2) e do hormadnio foliculo estimulante (FSH). Apds isso, efetuou-se
a ooforectomia e a distribuicdo de contagem e de tamanho dos
foliculos foi determinada. Logo depois o inicio da radia¢cdo, os niveis
de E2 cairam e permaneceram baixos; o nivel sérico de FSH, baixo
antes da radiacdo, aumentou logo apds o inicio da radioterapia. As
contagens foliculares nédo foram preservadas nas macacas tratadas
com LHRH que receberam a radioterapia. Os dados néao
demonstraram nenhum efeito protetor do tratamento de LHRH a

faléncia ovariana pos-radioterapia.

FEENEY, MOORE e LOOK (1995) realizaram a avaliacdo da
eficacia da transposicédo ovariana na preservacado da funcdo ovariana
normal, num estudo com 200 pacientes submetidas a tratamento de
radioterapia para cancer cervical, apés histerectomia. A transposicéao
ovariana lateral foi feita em 132 pacientes (66%) e 28 (21%)
receberam a terapia de radiacdo pélvica no pos-operatério. Os
sintomas da menopausa (secura vaginal e calorbes) e os niveis de
FSH foram usados definir a funcdo ovariana. Somente 3 de 104

pacientes (2.9%) que se submeteram a transposi¢cdo ovariana lateral
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sem radioterapia pélvica no pés-operatorio desenvolveram sintomas
menopausais; entretanto, os niveis de FSH nos trés casos sugeriram
preservacao da funcédo ovariana. Em 14 das 28 pacientes (50%)
ocorreu a faléncia ovariana ap6s o recebimento de radioterapia no
pos-operatorio, determinando que o risco de faléncia ovariana com a
terapia de irradiacdo pélvica ap6s a transposicdo ovariana lateral
apresentou-se bastante significativo (preservacao da funcdo ovariana
em somente 50% das pacientes).

BLUMENFELD, AVIVI e LINN (1996) avaliaram se a
administracdo concomitante de um agonista do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) com agentes quimioterapicos em pacientes
jovens tratando de linfoma poderia facilitar a preservacao da funcéo
gonadal. Um protocolo clinico prospectivo foi empreendido em 18
mulheres entre 15 e 40 anos. Treze pacientes sofriam da doenca de
Hodgkin e 5 de linfoma ndo-Hodgkin. Ap6s consentimento informado,
administraram uma injecdo mensal de D-TRP6-GnRH, no periodo
maximo de 6 meses, iniciadas antes da quimioterapia seguida ou nao
de radioterapia. O perfil hormonal (dosagem de LH, FSH, estradiol,
testosterona, progesterona, fator de crescimento insulina-dependente
e prolactina) foi feito antes do co-tratamento de GnRH/quimioterapia,
e mensalmente apo6s o tratamento, até recomecar a ovulacdo e as
menstruacdes espontaneas. Este grupo foi comparado a um controle
de 18 mulheres com idade entre 17 e 40 anos que foram tratadas
com a quimioterapia seguida ou n&o de radioterapia. A funcgéo
gonadal foi determinada por exames clinicos, hormonais (LH, FSH,
estradiol, progesterona), e por ultra-sonografia. Duas das pacientes
em cada grupo morreram da doenca refrataria. Das 16 pacientes
restantes, 15 (93.7%) recomecaram as menstruacdes espontaneas e
a ovulacdo dentro de 3-8 meses ap0s o término do co-tratamento
combinado. Por outro lado, somente 7 das 18 pacientes (39%)
similarmente tratadas no grupo de controle (quimioterapia sem

GnRH) recomecaram a atividade ciclica ovariana (menstruacdes
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regulares) e 11 pacientes apresentaram faléncia ovariana precoce
(61%). Com esses dados, 0s autores sugeriram que o co-tratamento
com GnRH permitiria um efeito protetor significativo aos danos
ovarianos provocados pela quimioterapia.

HOWELL e SHALETT (1998) apresentaram um estudo de
revisdo no qual descreveram o0s principais agentes quimio e
radioterapicos que apresentam efeito gonadotéxico. Agentes
alquilantes, como ciclofosfamida e procarbazina, sado o0s que
apresentam mais comumente essas implicacdes. O estudo afirmou
que a grande maioria dos homens que recebem tratamento para
linfoma torna-se permanentemente infértil e que a quimioterapia com
a cisplatina, para cancer testicular, resulta em azoospermia
temporaria em um grande numero de pacientes, com uma
recuperacdo da espermatogénese em aproximadamente 50% apoés 2
anos e em 80% apds 5 anos. Os autores descreveram o epitélio
germinativo como muito sensivel aos danos provocados pela
radioterapia, sendo a dose de 0.1 Gy suficiente para provocar
alteracdbes em espermatogbnias e 2 Gy para causar esterilidade
definitiva e esclareceram que a faléncia ovariana precoce, provocada
pela quimioterapia, € idade e dose-dependente.

MEIROW, FASOULIOTIS, NUGENT, SCHENKER, GOSDEN e
RUTHERFORD (1999) realizaram uma técnica laparoscopica para
obter espécimes corticais de tecido ovariano para a manutencdo da
fertiidade em pacientes com céancer. O estudo foi feito com 20
voluntarias que se submeteram a procedimentos ginecoldgicos de
laparoscopia rotineiros com idade entre 25 e 34 anos e 20 pacientes
com idade entre 11 e 30 anos com o cancer avancado requerendo
radio ou quimioterapia potencialmente esterilizante. Todos os
espécimes das bidpsias foram criopreservados e a avaliacdo
histoldégica confirmou a presenca de diversos foliculos primordiais, o

que levou os autores a concluirem que a biopsia ovariana por
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laparoscopia € um método seguro e eficiente para coletar o tecido

ovariano para criopreservacao em pacientes com cancer.

2.2 CRIOPRESERVACAO

RALL (1987) estudou os fatores que afetam a sobrevivéncia de
embrides de ratos criopreservados pela vitrificacdo e determinou que
esses incluem a concentracdo e a composicdo da solucdo de
vitrificacdo, o procedimento usado para o equilibrio entre os
crioprotetores e os embrides nesta solucdo, as circunstancias de
congelamento e de aquecimento e o procedimento usado na diluicdo
da solucdo de vitrificacdo. Obtiveram taxas elevadas de
sobrevivéncia quando os embrides foram desidratados antes da
vitrificacdo nos meios constituidos por solucdo salina e
concentracbes multimolares de misturas de crioprotetores. A
completa permeabilidade dos crioprotetores as células nédo é
necessaria e pode conduzir a toxicidade quimica e ao choque
osmotico. A permeabilidade parcial e a concentracdo de
macromoléculas citoplasmaticas endégenas aumentam extremamente
a probabilidade de vitrificagédo intracelular. O autor concluiu que a
vitrificagcdo constitui um método pratico para a criopreservacao do
embrido e oferece oportunidades novas de avaliar aspectos
fundamentais da crioprotecéo e crioleséao.

GOSDEN, BAIRD, WADE e WEBB (1994), em ovelhas,
demonstraram a possibilidade da criopreservacédo e do reimplante de
tecido ovariano. Os resultados obtidos quanto a evolucdo e a
dindmica da populacado folicular, assim como a distribuicdo e as
caracteristicas dos foliculos individuais e a produ¢gdo hormonal, séo
favoraveis ao transplante de seccdes de tecido ovariano. O estudo
demonstrou que foliculos primordiais podem sobreviver a pequenos
periodos de isquemia e podem se desenvolver com producao de

ooOcitos viaveis. Se o0s enxertos puderem ser inseridos em locais com
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grande suprimento sangtineo, a fim de diminuir o tempo de isquemia,
ocorre a sobrevivéncia de maior numero de foliculos.

CANDY, WOOD e WHITTINGHAM (1995), em estudo com
enxertos de tecido ovariano em capsula renal a fresco e
criopreservado de sagii em camundongos da espécie Nude,
demonstraram que a proporcdo de foliculos normais apresenta-se
similar em tecido a fresco e criopreservado, sugerindo que o
processo de criopreservacdo nao afeta substancialmente o tecido
ovariano de saglis, e gue o0 enxerto desse tecido recuperou a
capacidade de foliculogénese e secrecao hormonal, comprovado pela
presenca de células cornificadas nos esfregagcos vaginais das
amostras apos o transplante. Também demonstraram que o método
de congelamento lento utilizando dimetilsulféxido (DMSO) ¢é
satisfatorio.

NEWTON, AUBARD, RUHERFORD, SHARMA e GOSDEN
(1996), em estudo realizado com camundongos, confirmaram a
viabilidade do enxerto de tecido ovariano humano, bem como a sua
revascularizacdo e a sobrevida folicular ap6s a criopreservacao. O
estudo demonstrou que a sobrevivéncia folicular apdés enxerto de
tecido ovariano humano a fresco e criopreservado em camundongos
com imunodeficiéncia combinada severa (SCID), atinge niveis entre
50 e 80%, sendo que foliculos imaturos podem ser mais resistentes a
criopreservagao. Teoricamente, isso se deve ao fato de que eles séo
menores e sua zona pelucida ser indiferenciada, apresentando baixo
metabolismo. O trabalho indica a importancia na escolha de um meio
crioprotetor que ofereca a menor probabilidade de isquemia no
tecido. Observaram que a criopreservacdo com dimetilsulfoxido
(DMSO), propilenoglicol (PROH) e etilenoglicol (EG), apresentavam
resultados significativamente melhores do que a com o glicerol
(GLY). A analise histologica de cortes de tecido ovariano a fresco,

apés o processo de criopreservacdo e, decorrido o enxerto, foi
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realizada pela coloracdo de hematoxilina-eosina e a observacéao feita
em microscopio otico.

OKTAY, NUGENT, SALHA, CHATTERJEE e GOSDEN (1997),
estudando amostras de tecido ovariano de mulheres entre 25 e 32
anos, obtiveram, com sucesso, o isolamento de foliculos primordiais
tanto em tecido a fresco, quanto no criopreservado. Verificaram, em
ambos os tecidos, a viabilidade folicular através da técnica da
fluorescéncia por microscopia eletrbnica, comprovando que a
criopreservacao e o isolamento folicular ndo acarretam dano celular.

GUANASENA, LAKEY, VILLINES, CRITSER e CRITSER (1997),
pesquisando o transplante alogénico e xenogénico de tecido ovariano
a fresco e criopreservado em camundongos sem o0 timo,
demonstraram, através de dosagens hormonais, que houve a
preservacao endocrina dos implantes. A criopreservagcao nao possuiu
um efeito de detrimento na funcdo ovariana do tecido transplantado,
ja que se observaram ciclos estrogénico e prenhez.

NEWTON, FISHER, ARNOLD, PEGG, FADDY e GOSDEN (1998)
avaliaram a permeabilidade do tecido ovariano humano aos agentes
crioprotetores no processo de criopreservacdo ovariana. Foram
investigadas as difusGes de quatro crioprotetores no tecido humano a
4° e a 37°C. Avaliaram também o efeito de concentragfes diferentes
de sacarose aos meios de congelamento usando a dosagem de
liberacdo de lactato-desidrogenase como uma medida de seu efeito
protetor. A 4 °C o glicerol e o propilenoglicol (PROH) penetraram o
tecido de maneira significativamente mais lenta do que o etilenoglicol
(EG) e o dimetilsulfoxido (DMSO). A temperatura de 37° , os quatro
penetraram mais rapidamente, mas o aumento da toxicidade impediu
0 uso destas circunstancias na pratica. Avaliando os resultados, os
autores sugeriram que o melhor método de preparar o tecido para a
criopreservacao € a exposicao por 30 minutos a solu¢cdes de EG ou
DMSO a 1.5 M, a 4°C, que permite uma permeabilidade de 80% da

solucado crioprotetora ao tecido ovariano. Os autores relataram que a
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adicdo de concentracbes baixas de sacarose ao meio de
congelamento ndo apresenta efeito crioprotetor significativo.

SALLE, LORNAGE, FRANCK, ISOARD, RUDIGOZ e GUERIN
(1998), em ovelhas, fizeram a avaliacdo histolégica de fragmentos de
tecido ovariano, comparando os resultados em autotransplante a
fresco em peddnculo ovariano e criopreservados em nitrogénio
liguido por 15 dias. Os resultados demonstraram que, apds o
transplante, houve presenca de foliculos primordiais, primarios,
secundarios e foliculos com cavidade.

AUBARD, NEWTON, SCHEFFER e GOSDEN (1998), estudando
o autotransplante ortotopico de tecido ovariano a fresco e
criopreservado em ratos irradiados, demonstraram que O
congelamento preserva uma proporcdao da populacdao folicular.
Concluiram que o tecido ovariano de ratos pode ser criopreservado
em DMSO ou EG com sucesso, utilizando protocolo de congelamento
lento e descongelamento rapido. Os enxertos criopreservados
apresentaram, aparentemente, fun¢cdes normais, indicando ainda que
o tecido irradiado é capaz de aceitar o transplante.

BAIRD, WEBB, CAMPBELL, HARKNESS e GOSDEN (1999) em
estudo semelhante ao de SALLE et al. (1998), com ovelhas,
obtiveram resultados que indicavam que, apesar da reducdo do
namero de foliculos primordiais, a funcédo ciclica ovariana nesses
animais foi preservada ap6s o autotransplante de tecido ovariano
criopreservado, isso demonstrado pela analise histolégica e
dosagens dos niveis séricos de FSH e LH.

NISOLLE, CASANAS-ROUX, QU, MOTTA e DONNEZ (2000),
em estudo com transplante de tecido ovariano humano a fresco e
criopreservado em camundongos Nude, compararam a histologia e as
caracteristicas ultraestruturais desses enxertos, tanto em regido
subcutanea quanto intraperitoneal, com as de bidpsia ovariana. Maior

fibrose foi encontrada em tecido criopreservado, porém 0 processo

15



16

pareceu nao afetar a populacao de foliculos primarios e primordiais e
suas caracteristicas ultraestruturais.

CLEARY e NEVE (2001) avaliaram como o periodo decorrido
entre a morte de uma rata doadora e a coleta de seu tecido ovariano,
para posterior criopreservacao, afeta a integridade e viabilidade dos
foliculos. Os ovarios das ratas foram colocados em solucédo de salina
fosfatada (PBS)+antibidtico in vitro ou in situ em ratas receptoras
apos terem permanecido a temperatura ambiente durante 0, 3, 6, 12,
ou 24 horas seguidas da morte da doadora. Foram entédo
criopreservados a 1°C/min em gelo seco ou 84°C negativo em freezer
usando um dispositivo de refrigeracdo passiva ou protocolo de
congelamento lento convencional (0.3 grau C/min). As amostras de
ovario foram transplantados sob a capsula renal de ratas
ooforectomizadas e retiradas duas semanas mais tarde,
determinando-se o tamanho e o numero dos foliculos dos implantes.
O tecido ovariano criopreservado transplantado imediatamente apoés
a morte do doador apresentou numero maior de foliculos saudéaveis
do que os tecidos mantidos a temperatura ambiente por tempos
variaveis antes do transplante. Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre as diferentes taxas de refrigeracdo testadas,
indicando que um recipiente refrigerador passivo que diminua a
temperatura em 1°C/min constitui uma alternativa apropriada ao
protocolo de congelamento lento convencional. Com o estudo,
concluiu-se que o tecido ovariano deve ser criopreservado o mais
rapido possivel apés a retirada ou a morte do animal a fim de
assegurar a maxima sobrevivéncia folicular.

GOOK, Mc CULLY, EDGAR e Mc BAIN (2001), em estudo com
enxertos de tecido ovariano humano a fresco e criopreservado, em
camundongos com SCID, demonstraram que se pode utilizar os
implantes ovarianos para a avaliacdao dinamica de desenvolvimento

folicular in vivo. A auséncia de alteracdo morfologica dos foliculos
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confirmou a boa conservacdo com o uso do propanodiol e sacarose
como crioprotetores.

ABIR, ORVIETO, RAANANI, FELDBERG, NITKE e FISCH (2003)
compararam o desenvolvimento e a sobrevivéncia de foliculos
humanos fetais criopreservados com dimetilsulfoxido (DMSO) e
propanodiol (PROH) em ratos com imunodeficiéncia a fim de estudar
os efeitos do tratamento do receptor com FSH, e para comparar o
transplante subcutaneo e sob a capsula renal. O estudo histologico
foi realizado pela analise morfométrica e imunocitoquimica para
PCNA dos transplantes. Os resultados obtidos indicaram que o0s
transplantes sob a capsula renal, que foram criopreservados com
DMSO, apresentaram maior viabilidade do que os congelados com
PROH (79.6% em relacdo a 58.8%), mas o numero de foliculos
encontrados foi significativamente maior em enxertos de tecido
submetidos a esse crioprotetor (p<0.001). O desenvolvimento
folicular foi observado somente em camundongos tratados com FSH.
A sobrevivéncia e o desenvolvimento folicular dos transplantes
apresentaram-se melhores em enxertos sob a capsula renal em
relacdo ao implante subcutaneo, provavelmente por causa de sua
maior vascularizacdo. A administracdo de FSH ao receptor do
transplante é essencial para o desenvolvimento folicular. Este foi o
primeiro estudo mostrando o desenvolvimento de foliculos fetais

humanos em ratos com imunodeficiéncia.

2.3 ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACAO CELULAR — PCNA

MIYACHI, FRITZLER e TAN (1978) descobriram o PCNA

durante experimentos com soro de pacientes com lUpus eritematoso
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sistémico, em virtude de sua reacdo positiva com os nucleos de
células em proliferacdo e negativa com os das células restantes de
tecido normal humano. Verificaram que sua distribuicdo no ciclo
celular aumentava a partir da fase G1, atingindo o pico maximo em
S, diminuindo a partir da fase G2, e passando a exibir niveis tédo
baixos na fase M e em células quiescentes, que ndo eram
identificados por métodos imunohistoquimicos-

OKTAY, SCHENKEN e NELSON (1985) concluiram que o PCNA
constitui um marcador sensivel dos eventos precoces de crescimento
folicular. O aumento da expressdao deste antigeno se correlaciona
com o0s estagios iniciais do desenvolvimento das células da
granulosa e, por isso, os odécitos iniciam a positividade para PCNA
antes de sua expansdao. Também obtiveram a informacdo de que a
imunorreacdo para o PCNA permanece prevalecente em foliculos nas
células da granulosa e da teca em estagios subsequentes de
desenvolvimento folicular e diminui progressivamente na atresia.

KURKI, VANDERLAAN, DOLBEARE, GRAY e TAN (1986)
demonstraram, através de analises de citometria de fluxo, que a
expressdo do PCNA é fortemente dependente da fase em que o ciclo
celular se encontra. Ocorre um aumento insignificante da
positividade do PCNA na maioria das células em G1 comparando-se
as células em GO. Quando as células estdo em G1 tardia, a
expressdo de PCNA aumenta visivelmente e continua a aumentar
durante a sintese de DNA (fase S) do ciclo celular. Na fase G2-M, o
conteudo de PCNA diminui a valores intermediarios entre aqueles
encontrados entre as fases G1 e S. O aumento da expressao de
PCNA nédo depende da progresséao de células em S.

TOSCHI e BRAVO (1988) relataram estudo no qual avaliaram as
mudancas da distribuicdo do PCNA durante o processo de reparacao
do DNA em fibroblastos quiescentes de pele humana irradiados com

raios ultravioleta.
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HUANG, COLTRERA, SCHUBERT, MORTON e TRUELOVE
(1994) afirmaram que o atual conhecimento dos mecanismos
reguladores do ciclo celular levou a descoberta de alguns antigenos
celulares expressos em células em proliferacdo (marcadores de
proteinas), que podem ser identificados por meétodos
imunohistoquimicos, através da utilizacdo de anticorpos especificos
para esses antigenos. O PCNA é um desses marcadores e tem sido
utilizado em analises mostrando resultados promissores,
principalmente como marcador diferencial entre lesGes benignas e
malignas. Uma grande vantagem desse marcador € a possibilidade
de utilizacdo em tecidos fixados pelo formol e incluidos em parafina,
método mais utilizado no preparo dos tecidos para exames
histopatoldgicos.

SCHONBORN, MINGUILLON, RELES, BARTEL e
LICHTENEGGER (1996) determinaram o valor prognéstico da fracao
proliferativa de PCNA em comparacdo aos fatores clinicos e
histomorfoléogicos convencionais (estagio FIGO, tipo do tumor,
classificacdo histologica, status do ndédulo de linfoma, tamanho do
tumor residual) investigados em 81 pacientes com cancer de ovario e
concluiram que o PCNA fornece informacdo adicional a fim de
determinar estimativas prognosticas para o cancer ovariano.

KHAN-DAWOOD, DAWOOD e TABIBZADEH (1996), em estudo
realizado com babuinos, fizeram uma analise imunohistoquimica da
microanatomia dos ovarios desses animais, determinando o grau
semiquantitativo de imunorreatividade do PCNA para diversas partes
anatomicas dos ovarios e a manifestacdo do PCNA em atresia
folicular.

LUNDY, SMITH, O'CONNELL, HUDSON e McNATTY (1999), em
estudo realizado com ovelhas, utilizaram a técnica de PCNA para
identificacdo do crescimento folicular relacionado a proliferacdo da

camada da granulosa.
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3.1 DESCRICAO DA AMOSTRA

Utilizaram-se 10 coelhas Oryctologus cunicullus, Lagomorpha
mammalia, brancas, da linhagem Nova Zelandia, multiparas, com
idade de um ano e trés meses a dois anos e quatro meses, e peso de
3,5 a 4,5 kg.

3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Acondicionaram-se as coelhas em gaiolas individualizadas,
proprias para a espécie, previamente identificadas, sob ciclo
claro/escuro e temperatura e umidade ambientes, sem regulacéao
artificial. Ofereceu-se como alimentacédo racdo comercial propria para

a espécie e agua a vontade.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Desenvolveu-se o estudo no Laboratério da Disciplina de
Técnica Cirargica e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual
de Maringa, respeitando-se a legislacdo brasileira para o uso de
animais de experimentacdo — Lei Federal n.° 6.638 (1979)! e as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana e da Universidade

Estadual de Maringa.

3.3.1 Anestesia

! BRASIL. Lei Federal n.° 6638 de 08 de maio de 1979. Estabelece normas para a pratica
didatico-cientifica da vivissec¢éo de animais e determina outras providéncias. Diario Oficial da
Republica Federativa do Brasil, Brasilia, p.1, 10 de maio de 1979.
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Anestesiaram-se as coelhas com aceprazina 0,2% - 0,2 ml/kg;
acedopina 0,1 ml/kg e cloridrato de 2-2,6-xilidina dihidrotiazina
3mg/kg e para a analgesia empregou-se cloridrato de quetamina 10%
- 35 mg/kg, intramuscular.

3.3.2 Preparo do animal

Fez-se a tricotomia mecanica da parede ventral do abddémen

indo das rebordas costais até 1,0 cm abaixo das pregas inguinais.

3.3.3 Laparotomia e ooforectomia

Seguiu-se a anti-sepsia com tintura de polivinilpirrolidona-iodo
e colocacdo de campos estéreis. Efetuou-se a laparotomia mediana
de aproximadamente 5 cm, incisando-se a pele, a tela subcutanea e
a triade peritoneal. Inventariou-se a cavidade abdominal, pois
animais com doengas seriam desprezados e identificaram-se o0s
ovarios. Realizou-se a sec¢cdo do meso-ovario entre ligaduras feitas
com fio de categute simples 3.0, com retirada do ovario direito e
revisdo da hemostasia. Fez-se a laparorrafia com 2 planos de
sintese, o primeiro, peritdnio-musculo-aponevrético e o segundo o
da pele. Para ambos os planos utilizaram-se fios 4.0 monofilamentar
de nailon.

Recuperados da anestesia, devolveram-se 0s animais as suas
gaiolas onde permaneceram até a data prevista para a nova etapa

do experimento.
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Figura 1 - Ovario direito contido por pinca hemostatica

Figura 2 - Aspecto da sintese do plano peritonio-musculo-aponevratico (!)
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Figura 3 - Aspecto macroscopico de ovario normal ndo congelado

3.3.4 Preparo dos ovarios

O ovario direito, depois de removido, foi dissecado, mantendo-

se 0 cOrtex com a espessura de, aproximadamente, 1,5 milimetros; e

lavado diversas vezes em solugcédo salina tamponada fosfatada (PBS)

a temperatura ambiente a fim de se remover o excesso de sangue. O

tecido foi fragmentado em pequenas secc¢des. Alguns segmentos de

cada ovario foram reservados para estudo histolégico e outros foram

congelados de acordo com o protocolo de congelamento lento/rapido

descongelamento:

as seccOes foram colocadas em PBS com glicose e piruvato
contendo dimetilsulfoxido (DMSO) a 1,5 M e soro bovino fetal a
10%. Fez-se a homogeneizacdo por 30 minutos a 4°C e
introduziram-se as sec¢cdes em payettes;

0 congelamento iniciou a 4°C até -9°C em um freezer
programavel (Biocool®), com diminuicdo da temperatura em 2°C

por minuto;
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e seguiu-se a inducdo da cristalizacdo com o toque de um dos
lados do payette com forceps previamente refrigerado em
nitrogénio liquido; e

e apo6s 5 minutos, continuou-se o processo com diminuicdo da
temperatura até -40°C, a 0,3°C por minuto, e entdo o tecido foi

transferido a nitrogénio liquido a -196°C.

3.3.5 Descongelamento

Seis semanas apoOs esse procedimento, colocaram-se o0s
payettes, com tecido ovariano congelado, a temperatura ambiente
por 2 minutos e entdo se imergiu em agua a 37°C até a fusado do gelo
(2-3 minutos). Retiraram-se as secc¢des de tecido dos payettes e
removeu-se a solucao crioprotetora com repetidos banhos de meio
PBS com glicose e piruvato. Fixaram-se as amostras do tecido
criopreservado em formalina a 10%.

Seguiu-se a preparacao dos blocos de parafina, das pecas néao
congeladas e das criopreservadas e descongeladas dos quais se
obtiveram cortes com 3 micrOmetros de espessura e montaram-se
estes cortes histolégicos em laminas. Procedeu-se a coloracao pela
hematoxilina-eosina para estudo histoléogico geral e ao método
imunohistoquimico para avaliagcdo da preservacao e desenvolvimento
folicular através da técnica de PCNA (proliferating cell nuclear

antigen).

3.3.6 Técnica de PCNA

Utilizou-se o método da estreptavidina-biotina, usando-se o
anticorpo anti-PCNA (PC-10 - Dako® A/S. Denmark - diluicéo:
1:100). Desparafinizaram-se os cortes histolégicos com 2 banhos de
Xilol por 10 minutos. Seguiram-se 2 banhos de alcool absoluto por 3

25



26

minutos; um banho de alcool 70% por 3 minutos e 2 banhos de agua
destilada por um minuto.

Objetivando-se a recuperacao antigénica tecidual, submeteu-se
o material a tratamento com solugdo tamponada de citrato de sodio e
acido citrico (10 mH, pH 6,0) por 25 minutos a 95°C. Fez-se o
blogueio da peroxidase enddégena esfriando-se as laminas por 30
minutos, na propria solucdo de citrato e em seguida diluiu-se H,0;, a
30% em agua destilada e banharam-se as laminas por 5 minutos. Por
fim enxaguou-se com agua corrente.

Seguiu-se o banho com tampé&o PBS com detergente Tween® 20
por 5 minutos. Diluiu-se o anticorpo anti-PCNA na proporcdo 1:100.
Identificaram-se as areas dos cortes com caneta hidrofoba.
Incubaram-se as laminas com anticorpo monoclonal especifico anti-
PCNA (Ac primario) durante 60 minutos. Procedeu-se ao banho com
tampdo PBS com detergente Tween® 20 por 5 minutos. Seguiu-se a
incubacéo com anticorpo secundario biotinilado (anti-1g)
(estreptavidina-biotina) durante 30 minutos e apds a aplicacdo do
cromogeno Diaminobenzina (DAB).

Fez-se a observacdo da *“virada”, verificando-se, com uso de
microscopio O6ptico, o desenvolvimento de precipitado castanho
dourado, como produto final da reacdo. Seguiu-se banho de 3 a 5
minutos em agua destilada para bloquear a reacdo e entédo se fez a

contra-coloracao das laminas com Hematoxilina de Harris.

3.3.7 Avaliagao histoldgica geral

Nos cortes corados com hematoxilina-eosina observou-se a
presenca e o numero de foliculos. Estudaram-se as caracteristicas
nucleares e citoplasmaticas dos foliculos e das células da camada

lGtea (células do corpo luteo que séao derivadas das células
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granulosas e das células da teca do foliculo maduro) e do estroma
(células do tecido conjuntivo de um oOrgdo que sdo encontradas no
tecido conjuntivo frouxo) e analisaram-se as condi¢fes histoldégicas
do tecido conjuntivo do ovario e a vascularizacéao.

Os foliculos foram classificados de acordo com o critério
modificado de OKTAY (1995), da seguinte maneira:

e primordiais: apresentam uma camada de células retangulares
pré-granulosas ao redor do od6cito (células esparsas);

e primarios: ao menos uma das camadas de células pré-
granulosas apresenta-se cubdide ou colunar até formarem uma
Gnica camada de células granulosas cubdides;

 secundarios: duas ou mais camadas de células granulosas
envolvem o o6cito. Sem formacédo de antro; e

* antrais: trés ou mais camadas de células granulosas, com

cavidade antral.

Nos cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina pode-se

procurar alteracGes celulares como:

* lise estromal: quanto maior a histdlise, menor a possibilidade
de regeneracdo e maior a de cicatrizacdo. A lise do estroma dificulta
a regeneracdo, ja que este funciona como guia e suporte
(VASCONCELOS, 2000);

e distribuicdo irregular da cromatina alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica a corantes ndo vitais e
vitais, e dissolugcéo citoplasméatica lenta, sem os fendmenos abruptos
gque caracterizam a lise celular. A cromatina adquire uma distribuicéao
irregular, podendo acumular-se em grumos na membrana nuclear;
havendo perda dos limites nucleares (SANTA ROSA, 2004);
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» lise celular: proteinas citoliticas criam poros na membrana da
célula que, sendo incapaz de excluir ions e agua, resulta em uma
expansdo osmotica levando a morte por arrebentamento;

* picnose: o0 nucleo apresenta um volume reduzido e torna-se
hipercorado, tendo sua cromatina condensada; caracteristico na
apoptose;

» caridlise ou cromatdlise: ha dissolugcdo da cromatina e perda

da coloracédo do nucleo, o qual desaparece completamente.

As modificagbes citoplasméaticas, secundarias as nucleares,
consistem na presenca de granulacdes e espacos irregulares no
citoplasma. Este se torna opaco, grosseiro, podendo estar rompida a
membrana citoplasmatica. Intensa eosinofilia é caracteristica,
decorrente de alteracdes lisossomais e mitocondriais. As alteracdes
séo:

« degeneracdes hialinas: decorrentes da producdo e do acumulo
de proteinas no interior de células ou em tecidos, que tomam aspecto
hialino (homogéneo e eosino6filo). Portanto, as proteinas tém,
histologicamente, aspecto homogéneo e brilhante, ou refringente,
que lembra vidro, e cor résea forte quando coradas por hematoxilina-
eosina.

* vacuolizacdo citoplasmatica: devida a entrada de fluido
extracelular e de eletrdlitos em uma célula, secundéaria a deficiéncia
na atividade das enzimas de degradacdao da adenosina trifosfato -
ATPases (bombas de Na/K) da membrana celular, levando ao
acumulo de agua no citoplasma. E reversivel, desde que ndo muito
intensa ou prolongada.

e atrofia: diminuicdo adquirida do volume de um 6Orgdo ou tecido
normalmente desenvolvido, através de reducdo no numero ou no

volume das células, ou ambos. (PAES, 2004).
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3.3.8 Analise imunohistoquimica

Quantificou-se o indice de expressdo do PCNA pela observacao
dos nuacleos celulares marcados e ndo marcados com anticorpo
monoclonal anti-PCNA em cada corte histoléogico. Para este
experimento, consideraram-se PCNA-positivas todas as células com
coloragdo nuclear acastanhada, independentemente da intensidade
desta coloracdo. Para a analise imunohistoquimica contaram-se 100
células da camada de células lateas; 100 células estromais e
verificados os foliculos com ao menos uma célula da granulosa
PCNA positiva, sendo esses considerados como apresentando
desenvolvimento inicial. Conduziu-se este processo em microscopio
optico comum munido de lente ocular de 10x e objetiva de 40x, com
magnificacdo final de 400x. (Nikon-Eclipse® E200). Calculou-se a
porcentagem de células PCNA positivas e negativas para as células

estromais e lUteas de cada lamina.

3.3.9 Analise estatistica

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através de tabela e
grafico. Para a comprovacdo do objetivo levantado nesse trabalho foi
utilizado o teste nao-paramétrico “Comparacdo entre duas
Proporcdes” (através do software “Primer of Biostatistics”) e o0s
testes paramétricos t de student e ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Estabeleceu-se p < 0,05 ou 5% como nivel para rejeicdo da hipotese

de nulidade.
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4.1 ANALISE HISTOLOGICA GERAL

Nos cortes histologicos submetidos a coloracdo pela
hematoxilina-eosina, observou-se, no tecido n&o congelado, a
presenca de todos os tipos foliculares, enquanto nos cortes
criopreservados encontraram-se exclusivamente foliculos
primordiais. A Tabela 1 descreve as caracteristicas histoldgicas

encontradas no tecido ndo congelado e no tecido criopreservado.

Tabela 1 - Caracteristicas histolégicas encontradas nos grupos, em
porcentagem

Caracteristicas histolégicas Tec. Nao Congelado | Tec.Criopreservado | Valor de p
Vacuolizacéo citoplasmatica 50,0 100,0 0,039
Picnose 0,0 30,0 0,210
Lise estromal 30,0 50,0 0,648
Distribuicéo irregular da cromatina 10,0 70,0 0,022
Fragmentacgé&o das células da granulosa 30,0 80,0 0,072
Odcito com contornos irregulares 10,0 80,0 0,007
Degeneracéao hialina 0,0 30,0 0,210

Na comparacao entre os grupos (tecido ndao congelado x tecido
criopreservado - Figura 4) em relacdo as caracteristicas histologicas,
foi observada diferenca estatisticamente significativa, com maior
predominio para o grupo de tecido criopreservado:

* vacuolizacédo citoplasméatica (p=0,039);

* distribuigcéo irregular da cromatina (p=0,022);

e o00cito com contorno irregular (p=0,007).

Na fragmentacdo das ceélulas da granulosa também foi
observado predominio para o grupo do tecido criopreservado
(p=0,072), no entanto, sem diferenca estatisticamente significativa

(probabilidade limitrofe que indica tendéncia).
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Figura 4 - Caracteristicas histolégicas encontradas Nnos grupos

Fonte: tabela 1

(1) Vacuolizag&o citoplasméatica

(2) Picnose

(3) Lise estromal

(4) Distribuicao irregular da cromatina

(5) Fragmentacgédo das células da granulosa
(6) O6cito com contornos irregulares

(7) Degeneracdo hialina

Nas fotomicrografias 5 a 13 observam-se as caracteristicas
histoldégicas visibilizadas em cortes de tecido ovariano corados com

hematoxilina-eosina.
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Figura 5 - Fotomicrografia de ovario demonstrando foliculo secundario em tecido ndo
congelado (HE - 400X)

" Células epiteliais: foliculares
pavimentosas™

0dcito

e o S

Figura 6 - Fotomicrografia com foliculo primario em tecido ndo congelado (HE- 400X)
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Figura 7 - Fotomicrografia com visibilizacao de foliculo primordial em tecido
criopreservado (HE- 100 X)

Foliculo
Primordial

Figura 8 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado demonstrando foliculo
primordial com contornos irregulares (HE - 400X)
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Odcito
Fragmentado

Figura 9 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado em que se observa
fragmentacgao do oécito (HE - 400X)

Figura 10 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando distribuicao irregular da
cromatina (HE - 400X)
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Figura 11 - Fotomicrografia de ovario na qual se verificam vacuolizacoes
citoplasmaticas (HE - 400X)

Figura 12 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando fragmentacao nuclear
das células da granulosa (HE - 400X)
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Figura 13: Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado com visibilizacdao de
degeneracgao hialina (HE - 400X)

4.2 Analise imunohistoquimica por PCNA

As lAminas  submetidas a analise imunohistoquimica
apresentaram positividade para PCNA semelhantes em tecido néo
congelado e tecido criopreservado, conforme indicado no Quadro 1 e
Tabela 2. Na analise comparativa em relacdo ao tipo de tecido pode-
se afirmar que os resultados encontrados no tecido ndo congelado
ndo sdo estatisticamente diferentes dos resultados encontrados no
tecido criopreservado, em nenhuma das amostras analisadas.
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Tabela 2 - Analise imunohistoquimica por PCNA das células liteas e estromais do

tecido ndo congelado e criopreservado — valores em porcentagem de

positividade

TECIDO NAO CONGELADO

TECIDO CRIOPRESERVADO

AMOSTRA | CL — Células Luteas | CE — Células Estromais CL-Células Luteas CE-Células Estromais
Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
1 74 26 17 83 89 11 25 75
2 77 23 12 88 68 32 35 65
3 69 31 10 90 64 36 10 90
4 74 26 16 84 62 38 12 88
5 72 28 25 75 59 41 11 89
6 80 20 13 87 69 31 12 88
7 75 25 28 72 68 32 25 75
8 63 37 18 82 80 20 10 90
9 54 46 23 77 62 38 25 75
10 84 16 22 78 63 37 11 89
Média 72,2 27,8 18,4 81,6 68,4 31,6 17,6 82,4
Desvio 8,6 8,6 5,9 5,9 9,3 9,3 9,0 9,0
Minimo 54,0 16,0 10,0 72,0 59,0 11,0 10,0 65,0
Méaximo 84,0 46,0 28,0 90,0 89,0 41,0 35,0 90,0
Mediana 74,0 26,0 17,5 82,5 66,0 34,0 12,0 88,0
%desvio 11,9 30,9 32,3 7,3 13,6 29,4 51,3 10,9
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Quadro 1 - Analise comparativa em relacdo ao tipo de tecido — valores de

porcentagem
. DESVIO ] ] VALOR
DADOS N° MEDIA N MINIMO | MAXIMO | MEDIANA o
PADRAO DE p
CL Positiva 0,355
* Nao Congelado 10 72,2 8,6 54,0 84,0 -
e Criopreservado 10 68,4 9,3 59,0 89,0 -
CL Negativa 0,173 @
«  Na&o Congelado 10 27,8 ® 86 16,0 46,0 26,0
* Criopreservado 10 31,6 9,3 11,0 41,0 -
CE Positiva 0,543 @
« Né&o Congelado 10 18,4 @59 10,0 28,0 17,5
+  Criopreservado 10 17,6 ®90 10,0 35,0 12,0
CE Negativa 0,817
¢ Na&ao Congelado 10 81,6 59 72,0 90,0 -
* Criopreservado 10 82,4 9,0 65,0 90,0 -

(1) t de Student.
(2) Mann-Whitney

(3) Desvio padrao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.

Nas fotomicrografias 14 a 18 pode-se observar a imunorreacao

ao PCNA em cortes submetidos a técnica de imunohistoquimica.
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Figura 14 - Fotomicrografia de ovario demonstrando foliculos primordiais e foliculo
secundario PCNA positivos em tecido ndao congelado (400X)

Os ncleos celulares com positividade ao PCNA coram-se em castanho e os PCNA negativos em azul.
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Figura 15 - Fotomicrografia com foliculo primario e células luteicas PCNA positivas e
estromais PCNA negativas em tecido ovariano nao congelado (400 X)
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Figura 16 - Fotomicrografia com foliculos primarios e primordiais e células luteicas
PCNA positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano
nao congelado (400 X)
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Figura 17 - Fotomicrografia demonstrando foliculos primordiais e células luteicas PCNA
positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano

criopreservado (400X)
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Figura 18 - Fotomicrografia onde se observam foliculos primordiais e células luteicas
PCNA positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano
criopreservado (100 X)
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Atualmente as op¢Oes para manter a fertilidade em pacientes a
serem submetidas a quimio e/ou radioterapia sdo um tanto limitadas.
A quimioterapia vem sendo utilizada, além do tratamento de cancer,
num nuamero crescente de condicdes ndo-malignas tais como
doencas autoimunes e talassemias (NUGENT et al., 1997).

BLATT (1999) estimou que a proporcdo de sobreviventes de
cancer da infancia sera aproximadamente de um em 250 por volta de
2010. Com isso, aumentou a necessidade de atencdo a fertilidade
dessas pacientes. Sabe-se que a quimioterapia, especialmente com
agentes alquilantes, € gonadotéxica, sendo a incidéncia da faléncia
ovariana dose-dependente (HOWELL et al.,, 1998). O andamento
clinico pés-tratamento € imprevisivel, a oligomenorréia pode ser
seguida por menstruacdes normais ou pela faléncia ovariana
prematura. A menstruagao néo indica, necessariamente, que tenha
ocorrido ovulagdo, da mesma forma que a amenorréia ndo quer dizer
obrigatoriamente, a faléncia das goénadas.

A perda da funcdo ovariana é mais comum em mulheres com
mais de 40 anos do que em pacientes mais jovens, mas essas
também s&o suscetiveis. ApGs o tratamento pode ocorrer o retorno
das menstruacdes, mas 42% das mulheres desenvolvera a faléncia
ovariana prematura ao redor de 31 anos. A radiacdo apresenta alta
toxicidade aos ovarios. A exposicdo a 4 Gy de irradiacdo pélvica
constitui a dose letal aos od6citos. Também, nesse caso, as pacientes
mais novas sao menos suscetiveis do que as mulheres com mais de
40 anos. A combinacdo da quimio com a radioterapia €
particularmente devastadora (De VITA, HELMANN, ROSENBERG,
2000).

A transposicdo ovariana para fora do campo da radiacado, na

tentativa de reduzir a esterilidade provocada pelo tratamento as
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vezes nao é eficaz. Estudo feito por FEENEY et al. (1995)
apresentou faléncia ovariana em 50% das pacientes com cancer
cervical que receberam irradiacdo pélvica apds prévia transposicdo
ovariana.

Outra tentativa é o pré-tratamento, de pacientes a serem
submetidas a quimioterapia, com agonistas do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Esse método foi utilizado apds observar-se
gue a esterilidade induzida pela quimioterapia € menos provavel em
pacientes mais novas do que em mulheres com mais idade. Desse
modo, o tratamento serviria para induzir a pituitaria a um estado pré-
pubere no qual os ovarios sdo menos suscetiveis aos efeitos
gonadotéxicos da quimioterapia. Esse método, porém, é limitado por
nao apresentar protecdo a irradiacdo. BLUMENFELD et al. (1996)
demonstraram o ressurgimento espontaneo da menstruacdao em 93%
das pacientes tratadas de linfoma que receberam previamente
agonistas de GnRH, comparado a 39% das pacientes do controle,
mas a maioria das pacientes do controle foi tratada com
ciclofosfamida, um potente gonadotoxico.

As pacientes com céancer também podem ser submetidas a
realizacdo da fertilizacao in vitro (IVF) pré quimio ou radioterapia. O
problema é a falta de tempo para que a paciente se submeta a
estimulacdo ovariana antes do inicio do tratamento para o cancer.
Além disso, a IVF é improépria a populacdo pediatrica.

Uma outra opg¢édo € o congelamento de oocitos maduros e néo
fertilizados. Isto impede o dilema ético de produzir embrides “6rfaos”
resultantes de procedimentos de fertilizacdo em situacdes nas quais
a paciente ndo sobreviva ao cancer. Entretanto, a eficiéncia desta
tecnologia é ainda limitada devido as baixas taxas de sucesso
(aproximadamente 13% em seres humanos,). Além disso, 0s od0citos
maduros somente podem ser coletados apo6s o estimulo com

gonadotrofinas, e em numero limitado (LEE et al., 2001).
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A criopreservacdo do tecido ovariano como meio potencial de
preservar a fertilidade e a funcédo endocrina em pacientes tratados de
cancer ou para mulheres em envelhecimento reprodutivo apresenta-
se atualmente como grande foco de estudo. A tecnologia envolve

congelar os foliculos primordiais imaturos in situ no cértex ovariano.

5.1 A RESPEITO DO METODO
5.1.1 Animal de experimentagao

A escolha de coelhas justifica-se pelo fato de estas,
diferentemente de ratas e camundongos, apresentarem
desenvolvimento ovariano precoce, com presenca folicular e
oogbnias em meiose durante um extenso periodo de tempo apo6s o
nascimento (BYSKOV e HOYER, 1994). Nesse trabalho, utilizaram-se
animais com idade entre um ano e trés meses e dois anos e quatro
meses, portanto em idade fértil, com peso entre 3,5 e 4,5 Kg, néo-
obesas, a fim de evitar a possivel influéncia hormonal promovida

pelo excesso de tecido adiposo.

5.1.2 Criopreservacao

Uma vez que o tecido ovariano é congelado, ha, teoricamente,
diversas opc¢des disponiveis para sua utilizagdo futura, incluindo
autotransplante, xenoenxerto e a maturacao in vitro (LEE et al.,
2001).

A técnica do autotransplante consiste no transplante do tecido
ovariano de volta a doadora de quem foi obtido. Pode ser executado
ortotopicamente, isto €, recolocando o tecido junto do pediculo
ovariano, ou heterotopicamente, isto é, implantando o tecido em local
diferente da sua origem, como por exemplo, sob a pele. O
autotransplante mostra diversas vantagens. Primeiramente, o tecido
ovariano apresenta um grande numero de foliculos primordiais. Uma

seccdo de 1mm?® do cértex ovariano pode conter centenas de odcitos.
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Em segundo lugar, o transplante autdlogo de tecido ovariano
preserva, teoricamente, a funcdo enddcrina das pacientes, ao
contrario da IVF e da criopreservacao dos odcitos, técnicas dirigidas
somente a manutencdo da fertilidade. Em terceiro lugar, a
criopreservacao ovariana nao posterga o tratamento do cancer tanto
gquanto a criopreservacdo de embrides ou odécitos. A ooforectomia ou
a bidpsia ovariana podem geralmente ser feitas por laparoscopia,
técnica bastante simples se comparada as semanas de tratamento
necessarias ao estimulo ovariano. Os foliculos primordiais
consistindo de oodcitos imaturos rodeados por uma unica camada de
células da pré-granulosa, sao menores, metabolicamente menos
ativos e assim o congelamento é menos prejudicial do que o de
oocitos em metafase Il. Finalmente, os od4citos descongelados e
transplantados ainda imaturos sofreriam um amadurecimento in vivo,
obviamente necessitando de um estimulo exégeno de gonadotrofinas
(MEIROW et al., 1999).

O xenoenxerto envolve o transplante do tecido ovariano de uma
espécie a outra, por exemplo, da espécie humana para ratos com
SCID. No autoenxerto ha a preocupacdo com relacdo a reintroducéo
de focos malignos ao reimplantar o ovario na paciente submetida ao
tratamento para cancer. Assim pesquisas foram desenvolvidas com
relacdo ao transplante do tecido ovariano humano criopreservado em
hospedeiro animal. Com esta técnica, a possibilidade de transmissao
do cancer e a reincidéncia podem ser minimizadas, ja que a
maturacdo dos foliculos primordiais ocorre no anfitrido animal. Além
disso, 0 xenoenxerto pode beneficiar pacientes nas quais a
estimulacdo ovariana é dificil ou relativamente contra-indicada (por
exemplo: pacientes com sindrome do ovario policistico e cancer de
mama). O xenoenxerto subcutaneo apresenta diversas vantagens: a
simplicidade do procedimento, a facil monitoracao do
desenvolvimento folicular e o acesso direto para a aspiracao do

foliculo. Entretanto, o xenoenxerto pode Ilevantar algumas
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consideracOes éticas Obvias e questiona sobre a possibilidade de
transmitir agentes infecciosos ou potencialmente teratogénicos (LEE
et al., 2001).

Na maturacdo in vitro de oocitos criopreservados, considera-se
gque uma vez que o tecido ovariano € descongelado, teoricamente a
fertilidade pode ser restaurada executando a maturacdo in vitro. Os
odcitos sdo cultivados e, ap6s amadurecimento, sdo fertilizados por
injecdo intracitoplasmética de espermatozdéides (ICSl), e os embrides
resultantes sao transferidos ao utero. A limitacdo desta técnica é o
escasso conhecimento sobre as circunstancias ideais necessarias a

maturacado, motivo de estudo da comunidade cientifica mundial.

5.1.3 Exposicao aos crioprotetores

Quando as solugBes aquosas sdo congeladas, a 4gua da célula
€ removida na forma de gelo, fazendo com que as células tornem-se
cada vez mais concentradas durante o decréscimo da temperatura. O
inverso ocorre durante o descongelamento. Além disso, enquanto as
células sdo congeladas, essas reagem osmoticamente as grandes
alteracdes de concentracfes de fluidos extracelulares (NEWTON et
al., 1998).

A primeira etapa essencial a todo protocolo de criopreservacao
tanto para odcitos e foliculos como para amostras isoladas de cortex
ovariano deve promover um equilibrio entre as células e o
crioprotetor. Os crioprotetores devem ser completamente misciveis
em agua, com baixa toxicidade mesmo em concentracfes elevadas e
facilmente permeéveis as membranas da célula. Os crioprotetores
sdo utilizados na protecdo das células estabilizando proteinas
intracelulares, reduzindo ou eliminando a formacdo de gelo
intracelular e moderando o impacto da concentracdo de eletrdlitos
intra e extracelulares (MAZUR, 1963).

O principal fator que influencia a resposta de uma célula ao

congelamento € a relacdo entre sua superficie e seu volume. Em
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geral, quanto maior a célula, mais lentamente deve ser o
congelamento. Conseglientemente, 0s o00citos humanos requerem
muito mais tempo para alcancar o equilibrio osmoético quando
expostos a crioprotetores, do que os espermatozdides, por exemplo,
(LEIBO et al., 1999).

Além disso, em temperaturas proximas a 0°C, deve-se tomar o
cuidado necessario para evitar flutuagcbes extremas do volume da
célula durante o equilibrio com crioprotetores, ja que alteracdes
abruptas de volume podem danificar imediatamente as células e
tornad-las mais suscetiveis ao estresse durante os procedimentos
subsequentes de refrigeracdo e descongelamento (NEWTON et al.,
1999).

Embora muitos pesquisadores atribuam os danos celulares
durante a criopreservacdo unicamente a toxicidade dos
crioprotetores, outros afirmam que as alteragbes celulares séo
devidas inteiramente ao choque osmoético. Ao diminuir a temperatura
abaixo de zero, quando as células sdo congeladas em concentracdes
molares de crioprotetores, sua sobrevivéncia €& fortemente
dependente das rampas de refrigeracdo e de descongelamento,
sendo a melhor rampa a que permite a maior sobrevivéncia conforme
o tipo e a concentracao de crioprotetor (PICTON, GOSDEN e LEIBO,
2000).

Estudos de criobiologia demonstraram que tipos diferentes de
células, mesmo se congeladas na mesma solu¢cdo, exibem condicdes
de descongelamento diferentes. Este fato € especialmente relevante
na criopreservacdo do coOrtex ovariano, ja que os tecidos sao
constituidos por diversos tipos de células e cada tipo tem seu
tamanho, forma e propriedades de permeabilidade caracteristicos.
Desse modo, utilizando um protocolo de criopreservacadao que permita
melhores condicbes de sobrevivéncia a um tipo de célula do codrtex
ovariano, pode ser que esse nao seja o melhor meio de

congelamento a outro tipo celular. Devido a alta complexidade da
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arquitetura ovariana, a sobrevivéncia do tecidos criopreservado
depende ndo somente das rampas de congelamento e
descongelamento, mas também dos métodos de remocdo dos
crioprotetores (MAZUR, 1963, PEGG, 1996).

O conhecimento dos mecanismos que promovem a protecao ou
levam a lesdo de tecidos e células, durante o processo de
criopreservacao, permite melhor utilizacdo dessa técnica,
estabelecendo tempos de congelamento e de descongelamento que
provoquem o minimo de efeitos deletérios.

A criopreservacao de varios tipos celulares tem sido bem
descrita na literatura. De maneira geral, o bom protocolo de
congelamento celular é aquele que propicia a estabilidade das
reacfes cruzadas entre as moléculas no ambiente intracelular e
também permite a sobrevivéncia celular apds o descongelamento. O
tecido deverd ndo somente permitir a sobrevivéncia celular, como
também exibir a mesma arquitetura inicial, com as mesmas juncdes
intercelulares, interacbes e ligacdes moleculares (ROSSI, L. M,
2004).

Segundo MAZUR, LEIBO e CHU (1972), o processo de lesao
durante a criopreservacao resulta da interacdo de duas categorias de
fatores: numa técnica de congelamento muito rapida, as células sao
danificadas pela formacdo de gelo em seu interior e consequente
“‘inchamento” durante o descongelamento. Se a criopreservacao for
feita por método muito lento, ocorre morte celular pelo maior tempo
de exposicdo a maioria das alteracdes produzidas em solucdes intra
e extracelulares na conversdo de agua em gelo. Essas alteracdes
incluem a concentracdo e precipitacdo de solutos, desidratacdo e
mudancas de pH.

A dificuldade para conseguir a permeabilidade adequada dos
fragmentos de tecido ao crioprotetor pode ser superada utilizando
seccOes finas de tecido, com aproximadamente 1 a 2 milimetros de
espessura, que fornecem maior area de contato para a penetracdo do
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soluto (NEWTON et al., 1998). Esse foi o procedimento utilizado no

estudo ora apresentado.

5.1.4 Tipos de crioprotetores

NEWTON et al. (1998) compararam a sobrevivéncia folicular
apés a criopreservacdo com diferentes tipos de crioprotetores. Os
resultados com DMSO, 1,2- propanodiol e EG ndo se apresentaram
significativamente diferentes (com valores entre 44 e 84%). O
glicerol demonstrou resultados insatisfatorios (ao redor de 10%),
provavelmente devido ao estresse osmético excessivo criado pela
lenta penetracédo do crioprotetor (NEWTON et al., 1996).

AUBARD et al. (1998) compararam a eficiéncia do DMSO e do
EG e concluiram que o tecido ovariano de ratas pode ser
criopreservado com sucesso, utilizando o protocolo de congelamento
rapido/descongelamento lento, com ambos os crioprotetores.

HOVATTA et al. (1996) utilizaram DMSO e propanodiol-
sacarose como crioprotetores no congelamento de tecido ovariano
humano e concluiram que ambos apresentam grande eficiéncia no
processo de preservacao folicular durante a criopreservacao.

Muitos autores demonstraram a possibilidade de restaurar a
fertilidade em fémeas de ratos que receberam o transplante ovariano
do tecido congelado com DMSO (COX et al., 1996; GUANASENA et
al., 1997; SZTEIN et al., 1998), ou com glicerol (PARROT, 1960).
Atualmente h& consenso de que a recuperacdo apoés a
criopreservacdo, usando DMSO, é de alta qualidade, com maior
preservacao do tecido germinativo; por este motivo utilizou-se o

DMSO como crioprotetor no estudo aqui demonstrado.

5.1.5 Dificuldades da criopreservagao

O congelamento de tecido ovariano apresenta a dificuldade de

estar sujeito aos interesses usuais de seguranca de armazenamento,
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a longo prazo, em containers de nitrogénio liquido. Sabe-se dos
riscos da transmissao viral nesses tanques. TEDDER, ZUCKERMAN,
GOLDSTONE, HAWKINS, FIELDING, BRIGGS, IRWIN, BLAIR,
GORMAN e PATTERSON (1995) relataram a transmisséo de hepatite
B em containers de criopreservacdo. Durante um periodo de 25
meses, seis pacientes que se submeteram ao tratamento citotoxico
para malignidades hematolégicas e outras desenvolveram infeccédo
aguda por hepatite B. A medula 6ssea e as células do sangue
periférico tinham sido coletados dos seis pacientes e armazenados
no mesmo tanque do criopreservacado para possivel transplante. O
DNA humano, o antigeno de superficie da hepatite B (HbsAg), e o
DNA do virus da hepatite B (HBV) com as sequéncias idénticas
aquelas de quatro pacientes com infec¢cdes relacionadas foram
encontrados subsequentemente no nitrogénio liquido. Esse incidente
reforcou a exigéncia de que o0s recipientes wusados na
criopreservacdo de tecido humano sejam selados de maneira que se
impeca a troca de material entre o espécime e o nitrogénio liquido.
Em criancas, a possibilidade do armazenamento a longo prazo
de tecido ovariano levanta também a questdo do tempo de
armazenamento. Em casos de tecido ovariano criopreservado de
pacientes jovens € importante assegurar-se de que o0 paciente ou 0
responsavel consinta em estabelecer um prazo maximo para o
armazenamento e também para a eliminacdo do tecido em caso de

morte ou de incapacidade mental.

5.1.6 Vitrificacao

A vitrificagcdo constitui um processo fisico no qual uma solucgéo
aguosa passa a um estado sélido vitreo amorfo, menos prejudicial as
células do que a cristalizacdo. Varios meétodos diferentes foram
usados para vitrificar o6citos e embribes humanos antes da

implantacédo, com diferentes taxas de sucesso. Os métodos incluem o
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uso de payettes convencionais, utilizando uma canula denominada
cryoloop e a vitrificagdo das células usando grades de microscopia
eletrdnica para sustentacéao.

Basicamente, a vitrificacdo é feita com concentracdes elevadas
de um crioprotetor ou da juncdo de diversos crioprotetores em uma
taxa de congelamento extremamente elevada (2000°C/min). Tais
circunstancias impossibilitam a formacao intracelular de cristais. Os
freezers programaveis, automatizados, usados geralmente para
protocolos de congelamento lento ndo s&do requeridos para a
vitrificacdo e o tempo real para criopreservar 0s espécimes €
diminuido significativamente. Apesar destas aparentes vantagens, a
elevada toxicidade devido a alta concentracdo de crioprotetores
usados em protocolos do vitrificacdo pode causar choque osmaético
severo e comprometer a sua sobrevivéncia ap6s o descongelamento
(RALL e FAHY, 1985; RALL, 1987; VAJTA, HOLM, KUWAYAMA,
BOOTH, JACOBSEN, GREVE e CALLENSEN, 1998; LANE,
BAVISTER, LYONS e FOREST, 1999; MARTINO, SONGSASEN e
LEIBO, 1996).

5.2 ARESPEITO DOS RESULTADOS

5.2.1 Analise histoldgica geral

O tecido ovariano viavel é aquele com capacidade da funcéo
hormonal, isto €, com secrecdo de estrogénio e de progesterona, e
da funcdo geradora, traduzida pela maturacdo dos foliculos
primordiais, presentes nos ovarios no momento do nascimento, até
0s estagios foliculares mais desenvolvidos, ovulacdo e formacdo do
corpo luteo (BASTOS, 1998).

Histologicamente os foliculos classificam-se como: a) saudaveis,
guando apresentam lamina basal intacta e o6cito com ndo mais do
que trés vacuolos citoplasmaticos, vesicula germinal intacta e

nucléolo; b) em inicio de atresia, quando apresentam mais do que
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trés vacuolos citoplasmaticos e inicio de condensacdo da cromatina;
c) moderadamente atrésico, quando mostram fragmentacéao
citoplasmatica do oocito e cromatina bem condensada; e d) em
atresia tardia, quando o o6cito se apresenta completamente
segmentado ou ausente (CUSHMAN, WAHL e FORTUNE, 2002).

A coloracdo com hematoxilina-eosina é uma técnica que
permite visibilizar as caracteristicas estruturais dos cortes
histologicos (ROSS e ROWRELL, 1993).

CANDY et al. (1995), GUANASENA et al. (1997), AUBARD et al.
(1998) SZTEIN et al. (1998) e NISOLLE et al. (2000) utilizaram o
corte histolégico corado com hematoxilina-eosina na observacao do
tecido a fresco (teoricamente com histologia normal, utilizado como
controle) e no tecido enxertado e recuperado. Puderam observar a
viabilidade e, por meio da contagem de foliculos, fazer a
determinacdo cinética e a avaliacdo dos estdgios de desenvolvimento
folicular. Porém a analise histolégica do tecido criopreservado, antes
do implante, ndo foi realizada.

DISSEN et al. (1994) puderam observar, com esta coloracéo, a
presenca de tecido necrosado, o grau de neovascularizacdo e a
expressao celular de fatores angiogénicos ap6s reimplante de tecido
ovariano criopreservado.

HOVATTA et al. (1996), ap0s realizarem o congelamento de
tecido ovariano humano, fizeram a analise histolégica do tecido
criopreservado através de amostras coradas com hematoxilina-
eosina e concluiram que o0s o00citos apresentavam morfologia
semelhante aos encontrados em foliculos n&o submetidos ao
congelamento.

Nesse estudo, utilizou-se a avaliagcdo da preservacéao folicular e
das caracteristicas celulares como critério de analise histolégica do
tecido ovariano criopreservado em comparagcdo com o tecido nao

congelado.
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A limitacdo desse estudo é o fato de que a observacdo da
integridade morfolégica ndo € indicacao fiel de que as condi¢cOes
funcionais das células foram mantidas apés o processo de
criopreservagao. Entretanto, em estudo anterior desta linha de
pesquisa, em 2001, ALMODIN, CESCHIN, KRIGER, MINGUETTI-
CAMARA, FERREIRA e MEISTER obtiveram a recuperacdo da
fertilidade em ovelhas, através de faléncia ovariana induzida por
radioterapia, com implante sub-cortical de tecido germinativo
criopreservado. Seis meses ap0s o procedimento, as ovelhas que
receberam o0s implantes tornaram-se espontaneamente prenhas,
enquanto as ovelhas submetidas a radioterapia, e que ndo receberam
o implante, ndo apresentaram gestacdo até um ano e meio ap0s o
experimento. Através desse estudo observou-se que a fertilidade em
ovelhas com faléncia ovariana pode ser recuperada com o implante
de tecido germinativo, ou seja, as células do tecido criopreservado
mantiveram as suas caracteristicas funcionais. Nao houve, porém,
avaliacdo das caracteristicas do tecido criopreservado antes do
implante.

Observou-se, nos resultados obtidos nessa pesquisa, que
somente os foliculos primordiais sobreviveram ao processo de
criopreservacdo. Esse resultado foi semelhante ao encontrado em
outras pesquisas nessa area. (MEIROW et al., 1999, LEE et al.,
2001, ROSSI, 2004).

Isso se justifica pelo fato de os foliculos primordiais serem
menores e metabolicamente menos ativos, portanto mais tolerantes
ao processo de criopreservacao.

Os o06citos imaturos, presentes nos foliculos primordiais, néao
apresentam polimerizacdo dos microtubulos e formacdo de fusos
mitoticos, assim a criopreservacdo de pegquenos o00citos nesses
foliculos pode livrar as células da grande maioria dos efeitos
deletérios ao DNA. (HOVATTA et al., 1996 e SMITH, 2004).
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Nesse estudo, os cortes histoléogicos corados com hematoxilina-
eosina, permitiram a identificacdo das alteracbes histoldgicas
presentes no tecido ndo congelado e no tecido criopreservado e a
avaliacdo do potencial de viabilidade do tecido criopreservado, ja
gue a maioria dessas alteracdes sédo reversiveis. Observaram-se:
. vacuolizacdo citoplasmaética: reversivel desde que n&do muito
intensa, ou seja, com presenca de até 3 vacuolos; essa condicédo foi
encontrada em 50% das amostras de tecido ndo congelado e em
100% das amostras de tecido criopreservado (p= 0,039);
. lise estromal: dificulta a regeneracdo tecidual, porém ¢é
reversivel, observada em 50% das amostras de tecido criopreservado
em comparacdo a 30% das amostras de tecido n&do congelado (p=
0,648);
. distribuicdo irregular da cromatina: presente em 10% das
amostras de tecido ndo congelado e em 70% das amostras de tecido
criopreservado; constitui a alteracdo da permeabilidade da membrana
plasmatica a corantes e a dissolucdo citoplasmatica lenta, sem os
fendbmenos abruptos que caracterizam a lise celular, portanto é
reversivel (p= 0,022);
. fragmentacdo das células da granulosa: reversivel desde que
ndo atinja o estagio de lise celular; presente em 30% das amostras
de tecido ndo congelado e em 80% das amostras de tecido
criopreservado. (p=0,072). Ressalta-se que nesse estudo nao se
observou lise celular.
e 00cito com contorno irregular: presente em 10% das amostras de
tecido nado congelado e em 70% das amostras de tecido
criopreservado. O oocito pode apresentar funcdao normal mesmo que
a sua membrana esteja irregular, desde que nao ocorram alteracdes
nucleares (p= 0,007).

Essas caracteristicas histolégicas foram significativamente mais

presentes no tecido criopreservado, ou seja, a maioria das alteracdes
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histolégicas promovidas pela criopreservacédo, ainda que reversiveis,
determinam dano tecidual.

No tecido criopreservado encontraram-se 2 alteracgdes
histologicas irreversiveis, ambas em 30% das amostras analisadas:

. degeneracdo hialina (p=0,210), uma alteracdo histolégica que
antecede a fibrose e é decorrente da producdo e do acumulo de
proteinas no interior de células ou em tecidos, que tomam aspecto
hialino;

. picnose (p=0,210): caracteristica da apoptose.

Como essas condicbes (degeneracdo hialina e picnose) sao
consideradas irreversiveis, mas foram encontradas em apenas 30%
das amostras, justificam-se o0s resultados de recuperacdo da
fertilidade em estudos anteriores com reimplante de tecido ovariano

criopreservado.

5.2.2 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

O PCNA constitui um marcador sensivel dos eventos precoces
de crescimento folicular. Ocorre o aumento da expressdo deste
antigeno nos estagios iniciais de desenvolvimento das células da
granulosa e, assim, os o6citos iniciam a positividade para PCNA
antes de sua expansdo. A imunorreacdo para o PCNA permanece
prevalecente em foliculos nas células da granulosa e da teca em
estagios subseqglientes de desenvolvimento folicular e diminui
progressivamente na atresia (OKTAY et al., 1985).

Nesse estudo, verificou-se a positividade para o PCNA em todos
os foliculos observados, indicando que esses ndo se apresentavam
atrésicos.

Uma grande vantagem do PCNA ¢é a possibilidade de utilizacao

em tecidos fixados pelo formol e incluidos em parafina, o método
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mais utilizado no preparo dos tecidos para exames histopatolégicos
(HUANG et al., 1994).

Os cortes histolégicos dos ovarios desse experimento foram
submetidos a analise imunohistoquimica e apresentaram positividade
para PCNA semelhantes em tecido n&do congelado e tecido
criopreservado, conforme indicado no Quadro 1 e Tabela 2. Na
andlise comparativa em relacdo ao tipo de tecido, pode-se afirmar
gue os resultados encontrados no tecido ndo congelado n&o séao
estatisticamente diferentes dos resultados encontrados no tecido
criopreservado, em nenhuma das amostras analisadas. Através da
tabela 2 pode-se verificar a predominéancia de células luteas PCNA
positivas tanto no tecido ndo congelado, quanto no criopreservado.
Também os foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento no
tecido nado congelado e os foliculos primordiais no tecido
criopreservado apresentaram positividade para o PCNA, indicando a
presenca de DNA ativo e determinando, consequentemente, a
viabilidade das células.

Outro indice de viabilidade importante na avaliacdo do tecido
ovariano criopreservado é a contagem de células marcadas para
apoptose. Nao foi possivel esta analise no experimento aqui descrito,
porém antigenos marcadores de apoptose estdo sendo utilizados na

continuacao desse estudo.
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6 CONCLUSAO
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A analise comparativa dos resultados, nas condi¢cfes deste
experimento, permite concluir que, no tecido ovariano
criopreservado, observam-se:

1. a sobrevivéncia de somente foliculos primordiais.

2. alteracbes histolégicas reversiveis significantes: vacuolizacao
citoplasmatica, lise estromal, fragmentacdo das células da granulosa
e o0citos com contornos irregulares.

3. alteracdes irreversiveis, em niveis ndo significantes:
degeneracéao hialina e picnose.

4. presenca de PCNA positivo em todos os foliculos, indicando a
presenca de DNA ativo e determinando, conseglientemente, a

viabilidade das células.
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Terminologias

* Células tecais: células de tecido conjuntivo localizadas no foliculo
ovariano.

e Células granulosas: células da membrana granulosa que reveste o
foliculo ovariano que dara origem as células luteas apds a ovulacéo.

e Células luteas: células do corpo lateo que sédo derivadas das
células granulosas e das células da teca do foliculo maduro (ou de
Graaf).

e Células estromais: células do tecido conjuntivo de um 6rgao que
sdo encontradas no tecido conjuntivo frouxo. Estas células sao mais
frequentemente associadas com a mucosa uterina e o ovario, bem
como com o sistema hematopoiético e outras regides em geral.

* Foliculos Ovarianos:

- Primordiais: ap06s a migracdo das ceélulas germinativas
primordiais para a crista gonadal ocorre o envolvimento destas pelas
células foliculares que se originam e passa a ser chamado de foliculo
primordial. Assim o foliculo primordial consta de um odcito envolvido
por uma camada Unica de células epiteliais achatadas.

- Secundarios: foliculos com 2 ou 3 camadas de células epiteliais
cuboidais. Nestes foliculos ja ocorre a formacdo da membrana
pelucida.

- Terciarios: produzem estrogénio. A medida que ocorre processo
de multiplicacdo das células foliculares, ocorre aumento no numero
de camadas e formacdo de lacunas repletas por liquido rico em
estrogénio, devido a coalescéncia dessas células. Também ocorre a
diferenciacdo da parede do foliculo, que passa a ter 2 camadas
chamadas de teca e granulosa. A camada da Teca pode ainda ser
dividida em duas camadas: a teca externa de estrutura fibrosa e a

teca interna celular e produtora de hormdnio esterdide.
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- Atrésicos: correspondem a foliculos em qualquer estagio (I, Il
ou Ill) em processo de degeneracdo que acabam desaparecendo e
deixando apenas uma estrutura vestigial com aspecto hialino
chamada de Corpus fibrosum.

- Foliculo de Graaf: agregacado celular, em forma de esfera,
localizada no ovario e que contém um od6cito. Consiste de um
envoltdério fibrovascular, um envoltdrio interno de células nucleadas e
um fluido transparente composto por albumina no qual o od4cito esta
suspenso.

e« Corpo Luteo: massa glandular amarela formada no ovario a partir
de foliculos ovarianos que romperam e expulsaram o oodcito.

« Ovulo: célula germinativa feminina expulsa do ovario durante a
ovulacao.

 Fibrose: qualquer condicdo patolégica em que os tecidos
conectivos fibrosos invadem qualquer 6rgdo, normalmente como
consequéncia de inflamacdo ou outra lesao.

« PCNA: antigeno nuclear com a funcdo de sintese de DNA, reparo
de DNA, e progresséao de ciclo celular. O PCNA é necessario para a
sintese coordenada tanto na conducdo quanto revestimento das fitas
na forquilha de replicagédo durante a replicagcdo do DNA. A expresséo
do PCNA correlaciona-se com a atividade proliferativa em diversos
tipos de células malignas e ndo malignas.

* Imunohistoquimica: localizagdo histoquimica de substancias
imunoreativas utilizando anticorpos marcados como reagentes.

* Viabilidade celular: medida da viabilidade de uma célula
caracterizada pela capacidade para realizar determinadas funcdes
como metabolismo, crescimento, reproduc¢édo, alguma forma de
responsividade e adaptabilidade.

* Criopreservacao: preservacao de células, tecidos, 0Orgdos ou
embrides por congelamento. Em preparacdes histoldégicas, a

criopreservacdo ou criofixacdo € utilizada para manter a forma,
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estrutura e composicdo quimica existente, de todos os elementos
constituintes das amostras.

e Citometria de fluxo: técnica que utiliza um sistema instrumental
para fabricacdo, processamento e exibicdo de uma ou mais medidas
em células individuais obtidas de uma suspensdao de células. As
células sado geralmente coradas com um ou mais corantes,
especificos aos componentes de interesse da célula, por exemplo,
DNA, e a fluorescéncia de cada célula é medida rapidamente pelo
feixe de excitagcdo transversa (laser ou lampada de arco de
mercurio). A fluorescéncia prové uma medida quantitativa de varias
propriedades bioquimicas e biofisicas das células, bem como uma
base para separacdo das células. Outros parametros oOticos incluem
absorcdo e difusdo da luz, a ultima sendo aplicAvel a medidas de
tamanho, forma, densidade, granularidade e compreensdao da
coloracdo da célula.

* Microscopia eletrénica: microscopia visual e fotografica na qual
feixes de elétrons, com comprimentos de onda centenas de vezes
mais curtos que a luz visivel, sdo usados no lugar da luz, o que
significa permitir uma magnificacdo muito maior.

 Transplante alogénico: transplante entre individuos de uma mesma
espécie. Geralmente se refere a individuos geneticamente diferentes
ao contrario do transplante isogénico para individuos geneticamente

idénticos.
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HISTOLOGIA OVARIANA

- Constituicdo do Cértex Ovariano:
* estroma de sustentacao

e estruturas produtoras de gametas e seus derivados

O estroma cortical é composto por células fusiformes
semelhantes a fibroblastos, densamente compactadas. As células
fusiformes estdo dispostas ao acaso ou em padrdes espiralados. O
citoplasma dessas células € rico em ribossomos e microfilamentos;
as mitocdndrias também s&o numerosas e tendem a se reunir ao
redor do nucleo.

As fibras reticulares e colagenas entre as células do estroma
sdo particularmente proeminentes na parte externa do cortex. O
aumento progressivo do teor de colageno nesta area inicia-se
precocemente na vida reprodutiva e se torna mais intenso com o
tempo, desta maneira, na época da menopausa, 0 colageno é quase
universal.

A celularidade do estroma ovariano e a quantidade de lipidio que
as células contém sdo ambos dependentes do estimulo hormonal.O
aumento no acumulo de lipideos nas células do estroma € chamado

luteinizacdo das células do estroma.

. Producédo de gametas e maturacao

Embriologicamente o0s gametas sao derivados de células
germinativas primordiais, que se desenvolvem no saco vitelinico e
migram para 0s ovarios em desenvolvimento. As divisdes das células
germinativas primordiais produzem oogo6nias que se multiplicam por
mitoses. Durante o segundo trimestre de gestacdo, as divisdes
mitdticas cessam e as numerosas oogdnias aumentam de tamanho e
passam a denominar-se o6citos primarios. Nesse estagio seu numero

equivale a varios milhdes em cada ovario, mas muitos se degeneram.
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Ao nascimento, cada ovario contém cerca de um milhdo de
oocitos. No inicio da puberdade esse numero passa a cerca de 250
mil.

Os odécitos priméarios sobreviventes a degeneragdo no segundo
trimestre entram em profase da primeira divisdo meidtica e
permanecem nessa fase por muitos anos. Adquirem uma U(nica
camada de células achatadas arredondadas (células da granulosa) e
assim denominam-se foliculos primordiais. Ao nascimento, o coértex
ovariano apresenta-se repleto de numerosos foliculos primordiais
inseridos no estroma cortical.

Na puberdade, a secrec¢do ciclica de FSH da hipdéfise estimula o
desenvolvimento de um pequeno numero de foliculos primordiais.
Ocorre aumento do odcito, associado ao aumento do tamanho das
células da granulosa, que se tornam cubicas ou colunares e o
foliculo passa a chamar-se foliculo primario unilaminar. As células da
granulosa se dividem e produzem um envoltério com varias camadas
ao redor do o6cito em crescimento, enquanto uma I|amina
glicoproteica se forma entre o o06cito e essas células: a zona
pelucida. O foliculo agora €é conhecido como foliculo primario

multilaminar.

Com a maturacao continua dos foliculos, a capsula externa das
células do estroma ovariano comeca a se diferenciar em duas
camadas: camada interna (teca interna), que apresenta células
secretoras de estrégenos e é altamente vascularizada e a camada
externa (teca externa), que permanece pequena e compacta e nao
possui funcdo secretora. O foliculo, nesse estadgio, € denominado
secundario. Pequenas lacunas preenchidas com liquido aparecem na
camada das células da granulosa circundando o oé6cito formando o
antro, que aumenta progressivamente de tamanho. O fluido ¢é

ligeiramente viscoso e €& rico em acido hialurénico. O o00cito

apresenta-se separado do liqguido por uma camada de células da

79



80

granulosa denominada cumulus oophorus e o foliculo, completamente

maduro e pronto para a ovulacao é chamado foliculo de Graaf.

Completa-se o primeiro estagio da meiose para a producdo de um

gameta haploide e um pequeno corpo polar.

» Atresia Folicular

A atresia pode ocorrer em qualquer estadgio do desenvolvimento
folicular, mas € mais marcante durante a vida intra-uterina, quando o
namero de od6citos primarios é reduzido. Quando os foliculos séo
pequenos (primarios e secundarios), os componentes foliculares
sofrem degeneracdo e completa reabsorcdo, sem deixar cicatriz.
Foliculos maiores, com substancial componente celular, sofrem
desintegracdo gradual e substituicdo por tecido fibroso hialino. O
ooOcito se desintegra e as células da granulosa se separam e
degeneram, enquanto que a zona pellcida se colapsa e se retrai,
mas permanece identificavel. Geralmente uma membrana vitrea se
desenvolve entre as células da granulosa em degeneracdo e a teca
externa, podendo proliferar transitoriamente, talvez gerando a fonte
para o tecido fibroso fibrocolagenoso que geralmente substitui o
foliculo atrésico. Quando um foliculo grande sofre atresia, uma
cicatriz colagenosa substancial pode se formar, um corpo fibroso
(STEVENS e LOWE, 2001).
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CARACTERISTICAS DE COELHAS

Coelhos de todas as variedades sédo utilizados em pesquisas
laboratoriais, principalmente em estudos de bacteriologia, fisiologia e
nutricdo. Sao também usados em laboratorios clinicos, em estudos
sobre horménios e para producdo de vacinas e soros.

Os coelhos sao normalmente obtidos de criadores que
entregam 0s animais em numero e tamanho exato para determinado
experimento. Devem ser manuseados 0 menos possivel, com
excecdo dos futuros reprodutores. E muito facil causar lesées de
coluna vertebral em coelhos, a menos que certos cuidados sejam
observados. Os coelhos, em geral, ndo oferecem resisténcia ao
serem manuseados por pessoas em quem confiam.

Este animal elimina dois tipos de fezes: as fezes “diurnas” sao
duras, secas e redondas; as fezes “noturnas” sdo moles e envolvidas
por uma membrana. As fezes noturnas s&o ingeridas pelo coelho e
sdo importantes fontes de nutrientes. Animais em jejum, com
estdbmago totalmente vazio sé&o dificeis de ser obtidos, em
decorréncia do habito da coprofagia.

Os coelhos recém adquiridos devem ser isolados por um
periodo minimo de 21 dias. Se engaiolados, devem sempre dispor de
espaco suficiente na gaiola para se esticarem em todo seu
comprimento, que é a sua posicdo normal de descanso. A gaiola
deve também ser suficientemente alta, para permitir que o coelho

sente sobre suas patas traseiras.
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Coelhos

Coelhos (Oryctolagus cuniculus)

Temperatura ambiente
ideal: 20 - 25°C

Umidade
50% (geralmente ndo controlada)

Batimentos cardiacos/minuto
205 (123 - 304)

Frequéncia respiratéria/minuto
51 (38 - 60)

macho: 4 - 5,5kg
fémea: 4,5 - 6,4kg

Peso ao nascdéparos 100g
(8 semanas de idade: 1,8kQ)

Luz Temperatura corporal
14 horas/dia 39,4°C (37,5°C - 40,1°C)
Peso adulto

Maturidade sexual
fémea: 5 - 6 meses; peso 4,5kg

macho: 6 - 7 meses; peso 4kg

Ciclo estral: poliestro

Gestacéo
30 - 32 (media 31 dias)

Desmame
8 semanas (peso 1,8kg)

Tamanho da ninhada
1 - 8 (média 8)

Cobertura pés-parto
14 - 28 dias

Vida reprodutiva
fémea: 1 - 3 anos

macho: 1 - 3 anos

Colonia
1 macho para 6 -10 fémeas

Consumo diario de agua
a vontade

14 - 16 dias

Consumo diario de alimento
macho adulto: 110 - 1759

fémea gravida: 175 - 225¢g
fémea em lactacdo: 225 - 1.000g
- fase de crescimento:

Inicio do consumo de alimentos solidos | 3 - 6 semanas: 0,5 - 0,75 kg/dia

- ninhada com 7 - 8 animais: 6 -s&manas;
0,5 - 1kg/dia

Disponivel em : http://bio.ufpr.br/unidades/bioterio/convencionais/coelhos.htm

Acesso em 07/11/2004.
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