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São fúteis e cheias de erros as ciências 

que não nasceram da experimentação, 

mãe de todo conhecimento. 
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RESUMO 
 
Com a finalidade de avaliar a preservação folicular e as características celulares 

do tecido ovariano criopreservado e comparar com o não congelado, dez coelhas 

brancas adultas, sob anestesia, foram submetidas a ooforectomia direita. O ovário 

ressecado foi dissecado, mantendo-se o córtex com uma espessura de, 

aproximadamente, 1,5 milímetros. O tecido foi fragmentado em pequenas 

secções, algumas reservadas para o estudo histológico de controle e outras 

destinadas à criopreservação. Passadas 6 semanas, efetuou-se o 

descongelamento do tecido ovariano e avaliou-se histologicamente. As amostras 

do controle e do experimento, após processamento histológico, foram coradas 

pela hematoxilina-eosina e tratados pela técnica imunohistoquímica do PCNA 

para avaliação da preservação do DNA. Identificaram-se as alterações 

histológicas presentes no tecido não congelado e no tecido criopreservado e a 

avaliação do potencial de viabilidade do tecido criopreservado. Observou-se que 

no tecido criopreservado só persistiram oócitos primordiais. Entre as alterações 

reversíveis identificou-se vacuolização citoplasmática (p=0,039), lise estromal 

(p=0,022) e oócitos com contornos irregulares (p=0,022). Encontraram-se as 

alterações irreversíveis: degeneração hialina (p=0,210) e picnose (p=0,210), ainda 

que em níveis não significantes. A análise imunohistoquímica demonstrou que os 

folículos em diferentes estágios de desenvolvimento no tecido não congelado e os 

folículos primordiais no tecido criopreservado apresentaram positividade para o 

PCNA, indicando a presença de DNA ativo. 

 

DESCRITORES: Criopreservação. Ovário. PCNA. Coelhos.  

Histologia. 

 
 



ix 
 
 
 

  ix 

 
ABSTRACT 
 
Ten grown up female white rabbits, under anesteshia, had been 

submitted to r ight oophorectomy to evaluate the foll icular 

preservation and the histological characteristics of the cryopreserved 

ovarian t issue and compared to the fresh one. The dryed ovary was 

dissected and maintained the cortex with 1,5 mil l imeters 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 t issue was thawing and 

evaluated histological ly. 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 

alterat ions present in the fresh tissue and in the cryopreserved one 

were identif ied, and the evaluation of the criopreserved t issue 

viabi l i ty was made. It was observed that in the cryopreserved t issue 

only primordial foll ic les persisted. It had been identif ied the 

reversible alterat ions: cytoplasmatic vacuolat ion (p=0,039), stromal 

lysis (p=0,022) and oocytes with irregular contours (p=0,022). 

Irreversible alterat ion: hyalin degeneration (p=0,210) and pycnosis 

(p=0,210) were found, even not in signif icant levels. The 

immunohistochemistry analysis demonstrated PCNA stainned for 

foll ic les in dif ferent stages of development in the fresh tissue and 

primordial foll ic les in the tissue cryopreserved, indicating the 

presence of active DNA on both tissue. 

KEY WORDS: Criopreservation.  Ovary.  PCNA.  Rabbits.  Histology. 
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O ovário contém uma reserva de células germinativas que 

excede o número de folículos suf iciente para todos os ciclos 

menstruais, desde a puberdade até a menopausa. Esse estoque é 

definido antes do nascimento e não pode ser reposto. Atualmente 

não há metodologia comprovada para impedir o declínio da reserva 

folicular, embora o processo de criopreservação permita uma opção 

para a manutenção, a longo prazo, dos oócitos.  

O transplante ovariano data do século XIX, quando alguns 

acreditavam que conseguiriam o rejuvenescimento com o transplante 

de células produtoras de hormônios sexuais. Somente no século XX 

houve real interesse no transplante de órgãos reprodutivos. Apesar 

de várias tentat ivas do transplante ovariano alogênico nos anos de 

1900, nenhum benefício clínico foi alcançado, principalmente devido 

às reações imunes. Um grande avanço ocorreu em 1948, quando o 

primeiro crioprotetor, o gl icerol,  foi descoberto. O desenvolvimento 

de métodos de congelamento uti l izando 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 ut il izando a criopreservação. Nos anos 

90, os pesquisadores iniciaram o estudo das potenciais apl icações 

clínicas da criopreservação, uti l izando novos crioprotetores. (LEE, 

OUHIBI e BATTAGLIA, 2001). 

A tecnologia de criopreservação pode potencialmente ser 

uti l izada para preservar a fert i l idade em pacientes a serem 

submetidos a tratamentos que levem à esteril ização ou que tenham 

risco de menopausa precoce. Pacientes jovens, com câncer, que são 

submetidos a tratamentos de quimio e radioterapia, têm conseguido 

uma sobrevida prolongada e com qualidade, sem nenhum traço da 
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doença. Entretanto, este t ipo de tratamento afeta as células 

germinativas, que são suscetíveis à toxicidade do tratamento, 

causando falência ovariana precoce (LUSHBAUGH, CASAREN, 1976; 

DAMEWOOD, GROCHOW, 1986; APPERLEY, REDDY, 1995; 

MEIROW, NUGENT, 2001). A infert i l idade é a principal complicação 

imposta às pacientes jovens, especialmente àquelas que não têm 

nenhuma intenção de engravidar num futuro próximo. Apesar de 

parte das pacientes jovens apresentarem somente amenorréia 

temporária após a radioterapia, sabe-se que pode haver depleção 

severa da reserva de folículos e, em conseqüência, menopausa 

prematura (NEWTON, 1998). Um modelo matemático estima que a 

redução de 90% da população de células germinativas, em meninas 

com idade inferior a 14 anos, pode resultar na falência ovariana 

permanente até ao redor dos 27 anos de idade (FADDY, GOSDEN, 

GOUGEON, RICHARDSON e NELSON, 1992).  

A criopreservação do esperma permite aos homens jovens, 

submetidos a tratamentos de câncer, preservar sua ferti l idade 

(GOLDBERG, MASHA, FALCONE e KOVAC, 1999). 

Infelizmente muitos autores observaram importante e 

inaceitável baixa da taxa de gravidez quando tentaram o 

congelamento de óvulos (MAZUR, LEIBO e CHU, 1972; TROUNSON 

e KIRBY, 1989; VINCENT, PICKERING e JONHSON, 1990; PORCU, 

FABRI, SERACCHIOLI, CIOTTI, MAGRINI e FLAMIGNI, 1997). 

A criopreservação ovariana do tecido apresenta o mesmo 

objetivo para mulheres e poderia ser, também, uma opção para 

crianças. Entretanto, somente os folículos primordiais sobrevivem 

após o congelamento e a maturação folicular é necessária após o 

descongelamento. Este processo de maturação não foi real izado 

ainda em seres humanos; casos de gravidez foram obtidos somente 

em modelos animais.  

Os folículos primordiais são as células germinativas mais 

importantes do tecido ovariano. Uma vez que esses folículos são 
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menores e metabolicamente menos ativos, são também mais 

tolerantes ao processo de criopreservação, que requer não somente 

a sobrevivência do oócito e das células da granulosa, mas também a 

manutenção das junções gap  e do metabolismo essencial ao 

crescimento e desenvolvimento do oócito (BANU DEMIRCI, 

LORNAGE, SALLE, FRAPPART, FRANCK e GUERIN, 2001). Além 

disso, os folículos primordiais apresentam-se em quantidade 

abundante e com localização periférica.  

Os fragmentos de tecido ovariano podem ser obt idos por 

biópsia coletada por laparoscopia ou pela dissecção total do córtex 

do ovário (GOSDEN, 2000). 

A criopreservação de tecido ovariano pode ser realizada em 

procedimentos de ooforectomia curativa ou prof i lática, quando 

houver necessidade de quimioterapia com agentes alqui lantes em 

grandes doses ou quando a radiação pélvica é necessária, 

particularmente em casos que requeiram quimioterapia combinada 

com radioterapia (AUBARD, PIVER, PECH, GALINA e TEISSIER, 

2001). 

Em algumas destas situações, o transplante de tecido 

criopreservado pode ser perigoso, uma vez que células cancerígenas 

poderiam remanescer nos enxertos assim como viroses incluindo HIV 

e hepatite. A melhor solução neste caso é a maturação folicular in 

vitro  (PICTON e GOSDEN, 2000). 

O congelamento do tecido ovariano tem sido feito, 

recentemente, com resultados muito satisfatórios, mantendo a 

viabi l idade do tecido germinativo (NEWTON, AUBARD, 

RUTHERFORD, SHARMA e GOSDEN, 1996; HOVATTA, SILVER, 

KRAUSZ, ABIR, MARGARA, TREW, LASS e WINSTON, 1996; 

GOSDEN, 2000). 

A restauração da ferti l idade, com o uso deste tecido 

criopreservado, é ainda hipotética e sem um protocolo consensual 

(SALLE, DEMIRCI, FRANCK, RUDIGOZ, GRUERIN E LONAGE, 
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2002). Três alternativas foram descritas como possíveis: 

autotransplante ovariano (AUBARD, LAVIGNAC, GRANDJEAN, 

PIVER e TEISSIER, 1996; AUBARD, PIVER, COGNIE, FERMEAUX, 

POULIN e DRIANCOURT, 1999); transplante heterólogo ovariano 

(OKTAY, NEWTON e GOSDEN, 2000) e maturação de folículos 

ovarianos primordiais in vitro (CORTVRINDF, SMITZ e VAN 

STEIRTEGHEM, 1996; PICTON e GOSDEN, 2000). Nos casos em 

que se pretende util izar o tecido ovariano para criopreservação ou 

para bancos de gametas, é importante a manutenção de sua 

integridade e da viabi l idade. Para a avaliação da morfologia e 

funcionalidade folicular, os pesquisadores têm util izado técnicas 

diversas como a análise histológica após coloração com 

hematoxi l ina-eosina (NEWTON et al., 1996; OKTAY et al.,  2000; 

LUNDY, SMITH, O'CONNELL, HUDSON e MCNATTY, 1999); técnica 

de f luorescência por microscopia eletrônica (BAIRD, WEBB, 

CAMPBELL, HARKNESS e GOSDEN, 1999; GOOK, EDGAR e 

STERN, 1999), análise citológica de esfregaço vaginal (CANDY, 

WOOD e WHITTINGHAM, 1995); análise histológica 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 

análises imunohistoquímicas com marcadores, como o Antígeno 

Nuclear de Prol iferação Celular – PCNA (prol iferat ing cel l nuclear 

antigen). 

O atual conhecimento dos mecanismos reguladores do ciclo 

celular tem levado à descoberta de alguns antígenos celulares 

expressos em células em proliferação (marcadores de proteínas), 

que podem ser identif icados por métodos imunohistoquímicos, 

através da util ização de anticorpos específ icos para esses antígenos 

(HUANG, COLTRERA, SCHUBERT, MORTON e TRUELOVE, 1994). O  
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PCNA é um desses marcadores e tem sido ut i l izado em estudos 

mostrando resultados promissores, principalmente como marcador 

diferencial entre lesões benignas e malignas. Uma grande vantagem 

desse marcador é a possibi l idade de util ização em tecidos f ixados 

pelo formol e incluídos em paraf ina, o método mais uti l izado no 

preparo dos tecidos para exames histopatológicos.  

O PCNA constitui um polipeptídeo com peso molecular de 36 

quiloDalton (KURKI, VANDERLAAN, DOLBEARE, GRAY e TAN, 

1986); está expresso em grande parte do ciclo celular, com exceção, 

apenas, da fase M (OKTAY et al., 1997) e vem sendo amplamente 

uti l izado com o objetivo de identif icar células com DNA ativo. 

(RABENHORST, BURINI e SCHMITT, 1993). Constitui uma proteína 

nuclear associada com o ciclo celular, que atua como co-fator para a 

DNA polimerase delta, uma proteína que aumenta a capacidade da 

polimerase em uti l izar moldes que contenham regiões específ icas à 

síntese de DNA. A polimerase delta possui uma atividade de 

exonuclease 3’ para 5’,  importante na f idelidade da replicação do 

DNA. Isso sugere que ambas as polimerases, alfa e delta, poderiam 

atuar juntas na replicação do DNA (TOSCHI e BRAVO 1988). O 

PCNA foi originalmente detectado em 1978, durante experimentos 

com soro de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico, em virtude 

de sua reação posit iva com núcleos de células em proliferação 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 

proteína de Ciclina. Sua distribuição no ciclo celular aumenta a partir 

da fase G1, atingindo o pico máximo em S, diminuindo a partir da 

fase G2, e passando a exibir níveis tão baixos na fase M e em 

células quiescentes, que não é identif icado por métodos 

imunohistoquímicos .  

Apesar de a expressão do PCNA, em algumas situações, poder 

ref letir outros fenômenos, além de prol iferação celular como, por 
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exemplo, reparo e repl icação do DNA – e, ainda, apesar de ser essa 

expressão inf luenciada pela ação dos fatores de crescimento (EGF e 

TGF-α) (CLEARY, SNOW, PARIS, SHAW, COX e JENKIN, 2001), 

muitos trabalhos são realizados com o intuito de relacionar essa 

expressão com índices proliferat ivos de diversas alterações 

patológicas (ROBBINS, DE LA VEGA, OGATA, TAN e NAKAMURA, 

1987; HALL, COATES, GOODLAD, HART e LANE, 1994).  

 

1.1 OBJETIVO 
 

 
  Este estudo analisa os aspectos histológicos do ovário de 

coelhas após criopreservação bem como avalia a preservação 

folicular desse tecido, comparada ao tecido não congelado. 
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2.1 EFEITOS GONADOTÓXICOS DA QUIMIO E RADIOTERAPIA 
 
 

ATAYA, PYDYN, RAMAHI-ATAYA e ORTON (1995) estudaram a 

prevenção da falência ovariana provocada por radioterapia com o uso 

de agonistas do fator l iberador do hormônio luteinizante (LHRH) em 

macacas. A pesquisa foi desenvolvida administrando acetato de 

Leuprol ide antes, durante e após a radiação em dose de 200 rads/dia 

para um total de 4000 rads aos ovários de macacas rhesus.  

Coletaram amostras freqüentes do soro para dosagem de estradiol 

(E2) e do hormônio folículo estimulante (FSH). Após isso, efetuou-se 

a ooforectomia e a distribuição de contagem e de tamanho dos 

folículos foi determinada. Logo depois o início da radiação, os níveis 

de E2 caíram e permaneceram baixos; o nível sérico de FSH, baixo 

antes da radiação, aumentou logo após o início da radioterapia. As 

contagens foliculares não foram preservadas nas macacas tratadas 

com LHRH que receberam a radioterapia. Os dados não 

demonstraram nenhum efeito protetor do tratamento de LHRH à 

falência ovariana pós-radioterapia. 

 
FEENEY, MOORE e LOOK (1995) realizaram a avaliação da 

ef icácia da transposição ovariana na preservação da função ovariana 

normal, num estudo com 200 pacientes submetidas a tratamento de 

radioterapia para câncer cervical, após histerectomia. A transposição 

ovariana lateral foi feita em 132 pacientes (66%) e 28 (21%) 

receberam a terapia de radiação pélvica no pós-operatório. Os 

sintomas da menopausa (secura vaginal e calorões) e os níveis de 

FSH foram usados definir a função ovariana. Somente 3 de 104 

pacientes (2.9%) que se submeteram à transposição ovariana lateral  
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sem radioterapia pélvica no pós-operatório desenvolveram sintomas 

menopausais; entretanto, os níveis de FSH nos três casos sugeriram 

preservação da função ovariana. Em 14 das 28 pacientes (50%) 

ocorreu a falência ovariana após o recebimento de radioterapia no 

pós-operatório, determinando que o risco de falência ovariana com a 

terapia de irradiação pélvica após a transposição ovariana lateral 

apresentou-se bastante signif icat ivo (preservação da função ovariana 

em somente 50% das pacientes). 

BLUMENFELD, AVIVI e LINN (1996) avaliaram se a 

administração concomitante de um agonista do hormônio liberador de 

gonadotrof ina (GnRH) com agentes quimioterápicos em pacientes 

jovens tratando de linfoma poderia facil itar a preservação da função 

gonadal. Um protocolo clínico prospectivo foi empreendido em 18 

mulheres entre 15 e 40 anos. Treze pacientes sofriam da doença de 

Hodgkin e 5 de l infoma não-Hodgkin. Após consentimento informado, 

administraram uma injeção mensal de D-TRP6-GnRH, no período 

máximo de 6 meses, iniciadas antes da quimioterapia seguida ou não 

de radioterapia. O perf i l  hormonal (dosagem de LH, FSH, estradiol,  

testosterona, progesterona, fator de crescimento insulina-dependente 

e prolact ina) foi feito antes do co-tratamento de GnRH/quimioterapia, 

e mensalmente após o tratamento, até recomeçar a ovulação e as 

menstruações espontâneas. 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 não de radioterapia. A função 

gonadal foi determinada por exames clínicos, hormonais (LH, FSH, 

estradiol, progesterona), e por ultra-sonograf ia. Duas das pacientes 

em cada grupo morreram da doença refratária. Das 16 pacientes 

restantes, 15 (93.7%) recomeçaram as menstruações espontâneas e 

a ovulação dentro de 3-8 meses após o término do co-tratamento 

combinado. Por outro lado, somente 7 das 18 pacientes (39%) 

similarmente tratadas no grupo de controle (quimioterapia sem 

GnRH) recomeçaram a atividade cícl ica ovariana (menstruações 
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regulares) e 11 pacientes apresentaram falência ovariana precoce 

(61%). Com esses dados, os autores sugeriram que o co-tratamento 

com GnRH permit ir ia um efeito protetor signif icat ivo aos danos 

ovarianos provocados pela quimioterapia. 

HOWELL e SHALETT (1998) apresentaram um estudo de 

revisão no qual descreveram os principais agentes quimio e 

radioterápicos que apresentam efeito gonadotóxico. Agentes 

alqui lantes, como ciclofosfamida e procarbazina, são os que 

apresentam mais comumente essas implicações. O estudo af irmou 

que a grande maioria dos homens que recebem tratamento para 

linfoma torna-se permanentemente inférti l e que a quimioterapia com 

a cisplat ina, para câncer testicular, resulta em azoospermia 

temporária em um grande número de pacientes, com uma 

recuperação da espermatogênese em aproximadamente 50% após 2 

anos e em 80% após 5 anos. Os autores descreveram o epitélio 

germinativo como muito sensível aos danos provocados pela 

radioterapia, sendo a dose de 0.1 Gy suf iciente para provocar 

alterações em espermatogônias e 2 Gy para causar esteril idade 

definit iva e esclareceram que a falência ovariana precoce, provocada 

pela quimioterapia, é idade e dose-dependente.  

MEIROW, FASOULIOTIS, NUGENT, SCHENKER, GOSDEN e 

RUTHERFORD (1999) real izaram uma técnica laparoscópica para 

obter espécimes corticais de tecido ovariano para a manutenção da 

ferti l idade em pacientes com câncer. O estudo foi feito com 20 

voluntárias que se submeteram a procedimentos ginecológicos de 

laparoscopia rot ineiros com idade entre 25 e 34 anos e 20 pacientes 

com idade entre 11 e 30 anos com o câncer avançado requerendo 

radio ou quimioterapia potencialmente esteri l izante. Todos os 

espécimes das biópsias foram criopreservados e a avaliação 

histológica confirmou a presença de diversos folículos primordiais, o 

que levou os autores a concluírem que a biópsia ovariana por 
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laparoscopia é um método seguro e ef iciente para coletar o tecido 

ovariano para criopreservação em pacientes com câncer. 

 

2.2 CRIOPRESERVAÇÃO 
 
 

RALL (1987) estudou os fatores que afetam a sobrevivência de 

embriões de ratos criopreservados pela vitr if icação e determinou que 

esses incluem a concentração e a composição da solução de 

vitrif icação, o procedimento usado para o equil íbrio entre os 

crioprotetores e os embriões nesta solução, as circunstâncias de 

congelamento e de aquecimento e o procedimento usado na diluição 

da solução de vitr if icação. Obtiveram taxas elevadas de 

sobrevivência quando os embriões foram desidratados antes da 

vitrif icação nos meios constituídos por solução salina e 

concentrações multimolares de misturas de crioprotetores. A 

completa permeabil idade dos crioprotetores às células não é 

necessária e pode conduzir à toxicidade química e ao choque 

osmótico. A permeabil idade parcial e a concentração de 

macromoléculas citoplasmáticas endógenas aumentam extremamente 

a probabil idade de vitr if icação intracelular. O autor concluiu que a 

vitrif icação constitui um método prático para a criopreservação do 

embrião e oferece oportunidades novas de avaliar aspectos 

fundamentais da crioproteção e criolesão. 

GOSDEN, BAIRD, WADE e WEBB (1994), em ovelhas, 

demonstraram a possibil idade da criopreservação e do reimplante de 

tecido ovariano. Os resultados obtidos quanto à evolução e à 

dinâmica da população folicular, assim como a distribuição e as 

características dos folículos individuais e a produção hormonal, são 

favoráveis ao transplante de secções de tecido ovariano. O estudo 

demonstrou que folículos primordiais podem sobreviver a pequenos 

períodos de isquemia e podem se desenvolver com produção de 

oócitos viáveis. Se os enxertos puderem ser inseridos em locais com 
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grande suprimento sangüíneo, a f im de diminuir o tempo de isquemia, 

ocorre a sobrevivência de maior número de folículos.  

CANDY, WOOD e WHITTINGHAM (1995), em estudo com 

enxertos de tecido ovariano em cápsula renal a fresco e 

criopreservado de sagüi em camundongos da espécie Nude ,  

demonstraram que a proporção de folículos normais apresenta-se 

similar em tecido a fresco e criopreservado, sugerindo que o 

processo de criopreservação não afeta substancialmente o tecido 

ovariano de sagüis, e que o enxerto desse tecido recuperou a 

capacidade de foliculogênese e secreção hormonal, comprovado pela 

presença de células cornif icadas nos esfregaços vaginais das 

amostras após o transplante. Também demonstraram que o método 

de congelamento lento uti l izando dimetilsulfóxido (DMSO) é 

satisfatório.  

NEWTON, AUBARD, RUHERFORD, SHARMA e GOSDEN 

(1996), em estudo realizado com camundongos, confirmaram a 

viabi l idade do enxerto de tecido ovariano humano, bem como a sua 

revascularização e a sobrevida folicular após a criopreservação. O 

estudo demonstrou que a sobrevivência folicular após enxerto de 

tecido ovariano humano a fresco e criopreservado em camundongos 

com imunodeficiência combinada severa (SCID), at inge níveis entre 

50 e 80%, sendo que folículos imaturos podem ser mais resistentes à 

criopreservação. Teoricamente, isso se deve ao fato de que eles são 

menores e sua zona pelúcida ser indiferenciada, apresentando baixo 

metabolismo. O trabalho indica a importância na escolha de um meio 

crioprotetor que ofereça a menor probabil idade de isquemia no 

tecido. Observaram que a criopreservação com dimetilsulfóxido 

(DMSO), propilenoglicol (PROH) e et i lenoglicol (EG), apresentavam 

resultados signif icativamente melhores do que a com o gl icerol  

(GLY). A análise histológica de cortes de tecido ovariano a fresco, 

após o processo de criopreservação e, decorrido o enxerto, foi 
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real izada pela coloração de hematoxi l ina-eosina e a observação feita 

em microscópio ót ico. 

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 folículos primordiais 

tanto em tecido a fresco, quanto no criopreservado.  Verif icaram, em 

ambos os tecidos, a viabil idade folicular através da técnica da 

f luorescência por microscopia eletrônica, comprovando que a 

criopreservação e o isolamento folicular não acarretam dano celular. 

GUANASENA, LAKEY, VILLINES, CRITSER e CRITSER (1997), 

pesquisando o transplante alogênico e xenogênico de tecido ovariano 

a fresco e criopreservado em camundongos sem o timo, 

demonstraram, através de dosagens hormonais, que houve a 

preservação endócrina dos implantes. A criopreservação não possuiu 

um efeito de detrimento na função ovariana do tecido transplantado, 

já que se observaram ciclos estrogênico e prenhez. 

NEWTON, FISHER, ARNOLD, PEGG, FADDY e GOSDEN (1998) 

avaliaram a permeabil idade do tecido ovariano humano aos agentes 

crioprotetores no processo de criopreservação ovariana. Foram 

investigadas as difusões de quatro crioprotetores no tecido humano a 

4° e a 37°C. Avaliaram também o efeito de concentrações diferentes 

de sacarose aos meios de congelamento usando a dosagem de 

liberação de lactato-desidrogenase como uma medida de seu efeito 

protetor. A 4 °C o glicerol e o propilenoglicol (PROH) penetraram o 

tecido de maneira signif icat ivamente mais lenta do que o eti lenoglicol 

(EG) e o dimeti lsulfóxido (DMSO). À temperatura de 37°  , os quatro 

penetraram mais rapidamente, mas o aumento da toxicidade impediu 

o uso destas circunstâncias na prát ica. Avaliando os resultados, os 

autores sugeriram que o melhor método de preparar o tecido para a 

criopreservação é a exposição por 30 minutos a soluções de EG ou 

DMSO a 1.5 M, a 4°C, que permite uma permeabilidade de 80% da 

solução crioprotetora ao tecido ovariano. Os autores relataram que a 



15 
 
 
 

  15 

adição de concentrações baixas de sacarose ao meio de 

congelamento não apresenta efeito crioprotetor signif icativo. 

SALLE, LORNAGE, FRANCK, ISOARD, RUDIGOZ e GUERIN 

(1998), em ovelhas, f izeram a avaliação histológica de fragmentos de 

tecido ovariano, comparando os resultados em autotransplante a 

fresco em pedúnculo ovariano e criopreservados em nitrogênio 

l íquido por 15 dias. Os resultados demonstraram que, após o 

transplante, houve presença de folículos primordiais, primários,  

secundários e folículos com cavidade.  

AUBARD, NEWTON, SCHEFFER e GOSDEN (1998), estudando 

o autotransplante ortotópico de tecido ovariano a fresco e 

criopreservado em ratos irradiados, demonstraram que o 

congelamento preserva uma proporção da população folicular.  

Concluíram que o tecido ovariano de ratos pode ser criopreservado 

em DMSO ou EG com sucesso, ut i l izando protocolo de congelamento 

lento e descongelamento rápido. Os enxertos criopreservados 

apresentaram, aparentemente, funções 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 redução do 

número de folículos primordiais, a função cícl ica ovariana nesses 

animais foi preservada após o autotransplante de tecido ovariano 

criopreservado, isso demonstrado pela análise histológica e 

dosagens dos níveis 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 

características ultraestruturais desses enxertos, tanto em região 

subcutânea quanto intraperitoneal, com as de biópsia ovariana. Maior 

f ibrose foi encontrada em tecido criopreservado, porém o processo 
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pareceu não afetar a população de folículos primários e primordiais e 

suas característ icas ultraestruturais. 

CLEARY e NEVE (2001) avaliaram como o período decorrido 

entre a morte de uma rata doadora e a coleta de seu tecido ovariano, 

para posterior criopreservação, afeta a integridade e viabil idade dos 

folículos. Os ovários das ratas foram colocados em solução de salina 

fosfatada (PBS)+antibiót ico in vitro  ou in situ  em ratas receptoras 

após terem permanecido a temperatura ambiente durante 0, 3, 6, 12, 

ou 24 horas seguidas da morte da doadora. Foram então 

criopreservados a 1°C/min em gelo seco ou 84°C negativo em freezer 

usando um disposit ivo de refrigeração passiva ou protocolo de 

congelamento lento convencional (0.3 grau C/min). As amostras de 

ovário foram transplantados sob a cápsula renal de ratas 

ooforectomizadas e retiradas duas semanas mais tarde, 

determinando-se o tamanho e o número dos folículos dos implantes. 

O tecido ovariano criopreservado transplantado imediatamente após 

a morte do doador apresentou número maior de folículos saudáveis 

do que os tecidos mantidos a temperatura ambiente por tempos 

variáveis antes do transplante. Nenhuma diferença signif icativa foi 

encontrada entre as diferentes taxas de refrigeração 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 

rápido possível após a retirada ou a morte do animal a f im de 

assegurar a máxima sobrevivência 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 uti l izar os 

implantes ovarianos para a avaliação dinâmica de desenvolvimento 

folicular in vivo . A ausência de alteração morfológica dos folículos  
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confirmou a boa conservação com o uso do propanodiol e sacarose 

como crioprotetores.  

ABIR, ORVIETO, RAANANI, FELDBERG, NITKE e FISCH (2003) 

compararam o desenvolvimento e a sobrevivência de folículos 

humanos fetais criopreservados com dimetilsulfóxido (DMSO) e 

propanodiol (PROH) em ratos com imunodeficiência a f im de estudar 

os efeitos do tratamento do receptor com FSH, e para comparar o 

transplante subcutâneo e sob a cápsula renal. O estudo histológico 

foi realizado pela análise morfométrica e imunocitoquímica para 

PCNA dos transplantes. Os resultados obtidos indicaram que os 

transplantes sob a cápsula renal, que foram criopreservados com 

DMSO, apresentaram maior viabil idade do que os congelados com 

PROH (79.6% em relação a 58.8%), mas o número de folículos 

encontrados foi signif icat ivamente maior em enxertos de tecido 

submetidos a esse crioprotetor (p<0.001). O desenvolvimento 

folicular foi observado somente em camundongos tratados com FSH. 

A sobrevivência e o desenvolvimento folicular dos transplantes 

apresentaram-se melhores em enxertos sob a cápsula renal em 

relação ao implante subcutâneo, provavelmente por causa de sua 

maior vascularização. A administração de FSH ao receptor do 

transplante é essencial para o desenvolvimento folicular. Este foi o 

primeiro estudo mostrando o desenvolvimento de folículos fetais 

humanos em ratos com imunodeficiência. 

 
2.3 ANTÍGENO NUCLEAR DE PROLIFERAÇÃO CELULAR – PCNA  

 
 

MIYACHI, FRITZLER e TAN (1978) descobriram o PCNA 

durante experimentos com soro de pacientes com lúpus eritematoso 
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sistêmico, em virtude de sua reação posit iva com os núcleos de 

células em prol iferação e negativa com os das células restantes de 

tecido normal humano. Verif icaram que sua distr ibuição no ciclo 

celular aumentava a part ir da fase G1, atingindo o pico máximo em 

S, diminuindo a partir da fase G2, e passando a exibir níveis tão 

baixos na fase M e em células quiescentes, que não eram 

identif icados por métodos imunohistoquímicos .  

OKTAY, SCHENKEN e NELSON (1985) concluíram que o PCNA 

constitui um marcador sensível dos eventos precoces de crescimento 

folicular. O aumento da expressão deste antígeno se correlaciona 

com os estágios iniciais do desenvolvimento das células da 

granulosa e, por isso, os oócitos iniciam a posit ividade para PCNA 

antes de sua expansão. Também obtiveram a informação de que a 

imunorreação para o PCNA permanece prevalecente em folículos nas 

células da granulosa e da teca em estágios subseqüentes de 

desenvolvimento folicular e diminui progressivamente na atresia. 

KURKI, VANDERLAAN, DOLBEARE, GRAY e TAN (1986) 

demonstraram, através de análises de citometria de f luxo, que a 

expressão do PCNA é fortemente dependente da fase em que o ciclo 

celular se encontra. Ocorre um aumento insignif icante da 

posit ividade do PCNA na maioria das células em G1 comparando-se 

às células em G0. Quando as células estão em G1 tardia, a 

expressão de PCNA aumenta visivelmente e continua a aumentar 

durante a síntese de DNA (fase S) do ciclo celular. Na fase G2-M, o 

conteúdo de PCNA diminui a valores intermediários entre aqueles 

encontrados entre as fases G1 e S. O aumento da expressão de 

PCNA não depende da progressão de células em S. 

TOSCHI e BRAVO (1988) relataram estudo no qual avaliaram as 

mudanças da distribuição do PCNA durante o processo de reparação 

do DNA em f ibroblastos quiescentes de pele humana irradiados com 

raios ultravioleta. 
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HUANG, COLTRERA, SCHUBERT, MORTON e TRUELOVE 

(1994) af irmaram que o atual conhecimento dos mecanismos 

reguladores do ciclo celular levou à descoberta de alguns antígenos 

celulares expressos em células em proliferação (marcadores de 

proteínas), que podem ser identif icados por métodos 

imunohistoquímicos, através da ut il ização de anticorpos específ icos 

para esses antígenos. O PCNA é um desses marcadores e tem sido 

uti l izado em análises mostrando resultados promissores,  

principalmente como marcador diferencial entre lesões benignas e 

malignas. Uma grande vantagem desse marcador é a possibil idade 

de util ização em tecidos f ixados pelo formol e incluídos em paraf ina, 

método mais uti l izado no preparo dos tecidos para exames 

histopatológicos. 

 SCHONBORN, MINGUILLON, RELES, BARTEL e 

LICHTENEGGER (1996) determinaram o valor prognóstico da fração 

prol iferativa de PCNA em comparação aos fatores clínicos e 

histomorfológicos convencionais (estágio FIGO, t ipo do tumor, 

classif icação histológica, status do nódulo de linfoma, tamanho do 

tumor residual) investigados em 81 pacientes com câncer de ovário e 

concluíram que o PCNA fornece informação adicional a f im de 

determinar estimativas prognósticas para o câncer ovariano. 

KHAN-DAWOOD, DAWOOD e TABIBZADEH (1996), em estudo 

realizado com babuínos, f izeram uma análise imunohistoquímica da 

microanatomia dos ovários desses animais, determinando o grau 

semiquantitat ivo de imunorreatividade do PCNA para diversas partes 

anatômicas dos ovários e a manifestação do PCNA em atresia 

folicular. 

LUNDY, SMITH, O’CONNELL, HUDSON e McNATTY (1999), em 

estudo realizado com ovelhas, ut i l izaram a técnica de PCNA para 

identif icação do crescimento folicular relacionado à proliferação da 

camada da granulosa. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3   MÉTODO 
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3.1 DESCRIÇÃO DA AMOSTRA 

 

Uti l izaram-se 10 coelhas Oryctologus cunicul lus, Lagomorpha 

mammalia, brancas, da linhagem Nova Zelândia, multíparas, com 

idade de um ano e três meses a dois anos e quatro meses, e peso de 

3,5 a 4,5 kg. 

 

3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTAÇÃO 
 

Acondicionaram-se as coelhas em gaiolas individualizadas, 

próprias para a espécie, previamente identif icadas, sob ciclo 

claro/escuro e temperatura e umidade ambientes, sem regulação 

artif ic ial.  Ofereceu-se como al imentação ração comercial própria para 

a espécie e água à vontade. 

 

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 

Desenvolveu-se o estudo no Laboratório da Discipl ina de 

Técnica Cirúrgica e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual 

de Maringá, respeitando-se a legislação brasi leira para o uso de 

animais de experimentação – Lei Federal n.º 6.638 (1979)1 e as 

normas do Colégio Brasi leiro de Experimentação Animal (COBEA). O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Animais 

da Pontif ícia Universidade Catól ica do Paraná e da Universidade 

Estadual de Maringá. 

 

3.3.1  Anestesia 
 

                                           
1  BRASIL. Lei Federal n.º 6638 de 08 de maio de 1979. Estabelece normas para a prática 
didático-científica da vivissecção de animais e determina outras providências. Diário Oficial da 
República Federativa do Brasil, Brasília, 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-xi l idina 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 mecânica da parede ventral do abdômen 

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 polivini lpirrolidona-iodo 

e colocação de campos estéreis. Efetuou-se a laparotomia mediana 

de aproximadamente 5 cm, incisando-se a pele, a tela subcutânea e 

a tríade peritoneal. Inventariou-se a cavidade abdominal, pois 

animais com doenças seriam desprezados e identif icaram-se os 

ovários. Realizou-se a secção do meso-ovário entre l igaduras feitas 

com f io de categute simples 3.0, com retirada do ovário direito e 

revisão da hemostasia. Fez-se a laparorraf ia com 2 planos de 

síntese, o primeiro, peritônio-músculo-aponevrót ico e o segundo o 

da pele. Para ambos os planos util izaram-se f ios 4.0 monofilamentar 

de náilon. 

Recuperados da anestesia, devolveram-se os animais às suas 

gaiolas onde permaneceram até a data prevista para a nova etapa 

do experimento.  
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Figura 1 - Ovário direito contido por pinça hemostática 

 

 

Figura 2 - Aspecto da síntese do plano peritônio-músculo-aponevrótico (↓↓↓↓) 
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Figura 3 - Aspecto macroscópico de ovário normal não congelado 

 

3.3.4  Preparo dos ovários 
 
O ovário direito, depois de removido, foi dissecado, mantendo-

se o córtex com a espessura de, aproximadamente, 1,5 milímetros; e 

lavado diversas vezes em solução sal ina tamponada fosfatada (PBS) 

à temperatura ambiente a f im de se remover o excesso de sangue. O 

tecido foi fragmentado em pequenas secções. Alguns segmentos de 

cada ovário foram reservados para estudo histológico e outros foram 

congelados de acordo com o protocolo de congelamento lento/rápido 

descongelamento: 

• as secções foram colocadas em PBS com glicose e piruvato 

contendo dimetilsulfóxido (DMSO) a 1,5 M e soro bovino fetal a 

10%. Fez-se a homogeneização por 30 minutos a 4°C e 

introduziram-se as secções em payettes; 

• o congelamento iniciou a 4°C até -9°C em um freezer 

programável (Biocool®), com diminuição da temperatura em 2°C 

por minuto; 
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• seguiu-se a indução da cristal ização com o toque de um dos 

lados do payette  com fórceps previamente refrigerado em 

nitrogênio l íquido; e 

• após 5 minutos, continuou-se o processo com diminuição da 

temperatura até -40°C, a 0,3°C por minuto, e então o tecido foi 

transferido a nitrogênio l íquido a -196°C. 

 

3.3.5  Descongelamento 
 
Seis semanas após esse procedimento, colocaram-se os 

payettes, com tecido ovariano congelado, à temperatura ambiente 

por 2 minutos e então se imergiu em água a 37°C até  a fusão do gelo 

(2-3 minutos). Retiraram-se as secções de tecido dos payettes e 

removeu-se a solução 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 preparação dos blocos de paraf ina, das peças não 

congeladas e das criopreservadas e descongeladas dos quais se 

obtiveram cortes com 3 micrômetros de espessura e montaram-se 

estes cortes histológicos em lâminas. Procedeu-se à coloração pela 

hematoxi l ina-eosina para estudo histológico geral e ao método 

imunohistoquímico para avaliação da preservação e desenvolvimento 

folicular através da técnica de PCNA (proli ferat ing cell nuclear 

antigen). 

 

3.3.6  Técnica de PCNA 
 
Uti l izou-se o método da estreptavidina-biotina, usando-se o 

anticorpo anti-PCNA (PC-10 – Dako® A/S. Denmark – diluição: 

1:100). Desparaf inizaram-se os cortes histológicos com 2 banhos de 

Xilol por 10 minutos. Seguiram-se 2 banhos de álcool absoluto por 3  
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minutos; um banho de álcool 70% por 3 minutos e 2 banhos de água 

destilada por um minuto. 

Objetivando-se a recuperação antigênica tecidual, submeteu-se 

o material a tratamento com solução tamponada de citrato de sódio e 

ácido cítrico (10 mH, pH 6,0) por 25 minutos a 95ºC. Fez-se o 

bloqueio da peroxidase endógena esfriando-se as lâminas por 30 

minutos, na própria solução de citrato e em seguida di luiu-se H2O2 a 

30% em água desti lada e banharam-se as lâminas por 5 minutos. Por 

f im enxaguou-se com água corrente. 

Seguiu-se o banho com tampão PBS com detergente Tween® 20 

por 5 minutos. Diluiu-se o anticorpo anti-PCNA na proporção 1:100. 

Identif icaram-se as áreas dos cortes com caneta hidrófoba. 

Incubaram-se as lâminas com anticorpo monoclonal específ ico anti-

PCNA (Ac primário) durante 60 minutos. Procedeu-se ao banho com 

tampão PBS com detergente Tween®  20 por 5 minutos. Seguiu-se a 

incubação com anticorpo secundário biot ini lado (anti-Ig) 

(estreptavidina-biot ina) durante 30 minutos e após a aplicação do 

cromógeno Diaminobenzina (DAB). 

Fez-se a observação da “virada”, verif icando-se, com uso de 

microscópio óptico, o desenvolvimento de precipitado castanho 

dourado, como produto f inal da reação. Seguiu-se banho de 3 a 5 

minutos em água desti lada para bloquear a reação e então se fez a 

contra-coloração das lâminas com Hematoxil ina de Harris. 

 

3.3.7    Avaliação histológica geral 
 

Nos cortes corados com hematoxi l ina-eosina observou-se a 

presença e o número de folículos. Estudaram-se as característ icas 

nucleares e citoplasmáticas dos folículos e das células da camada 

lútea (células do corpo lúteo que são derivadas das células  
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granulosas e das células da teca do folículo maduro) e do estroma 

(células do tecido conjuntivo de um órgão que são encontradas no 

tecido conjuntivo frouxo) e analisaram-se as condições histológicas 

do tecido conjuntivo do ovário e a vascularização.   

Os folículos foram classif icados de acordo com o cri tério 

modif icado de OKTAY (1995), da seguinte maneira: 

• primordiais: apresentam uma camada de células retangulares 

pré-granulosas ao redor do oócito (células esparsas); 

• primários: ao menos uma das camadas de células pré-

granulosas apresenta-se cubóide ou colunar até formarem uma 

única camada de células granulosas cubóides; 

• secundários: duas ou mais camadas de células granulosas 

envolvem o oócito. Sem formação de antro; e 

• antrais: três ou mais camadas de células granulosas, com 

cavidade antral. 

 

Nos cortes histológicos corados pela hematoxi l ina-eosina pôde-se 

procurar alterações celulares como: 

 
• l ise estromal:  quanto maior a histól ise, menor a possibil idade 

de regeneração e maior a de cicatr ização. A lise do estroma dif iculta 

a regeneração, já que este funciona como guia e suporte 

(VASCONCELOS, 2000); 

•  distribuição irregular da cromatina :  alteração da 

permeabil idade da membrana plasmática a corantes não vitais e 

vitais, e dissolução citoplasmática lenta, sem os fenômenos abruptos 

que caracterizam a l ise celular.  A cromatina adquire uma distr ibuição 

irregular, podendo acumular-se em grumos na membrana nuclear; 

havendo perda dos limites nucleares (SANTA ROSA, 2004); 
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•  l ise celular:  proteínas citolít icas criam poros na membrana da 

célula que, sendo incapaz de excluir íons e água, resulta em uma 

expansão osmótica levando à morte por arrebentamento; 

• picnose: o núcleo apresenta um volume reduzido e torna-se 

hipercorado, tendo sua cromatina condensada; característico na 

apoptose;  

• cariólise ou cromatólise: há dissolução da cromatina e perda 

da coloração do núcleo, o qual desaparece completamente.  

 

As modif icações citoplasmáticas, secundárias às nucleares, 

consistem na presença de granulações e espaços irregulares no 

citoplasma. Este se torna opaco, grosseiro, podendo estar rompida a 

membrana citoplasmática. Intensa eosinofil ia é característ ica, 

decorrente de alterações lisossomais e mitocondriais. As alterações 

são: 

• degenerações hial inas:  decorrentes da produção e do acúmulo 

de proteínas no interior de células ou em tecidos, que tomam aspecto 

hial ino (homogêneo e eosinófilo).  Portanto, as proteínas têm, 

histologicamente, aspecto homogêneo e brilhante, ou refringente, 

que lembra vidro, e cor rósea forte quando coradas por hematoxil ina-

eosina. 

• vacuolização citoplasmática:  devida à entrada de f luido 

extracelular e de eletrólitos em uma célula, secundária à deficiência 

na atividade das enzimas de degradação da adenosina trifosfato - 

ATPases (bombas de Na/K) da membrana celular,  levando ao 

acúmulo de água no citoplasma. É reversível,  desde que não muito 

intensa ou prolongada. 

• atrofia:  diminuição adquir ida do volume de um órgão ou tecido 

normalmente desenvolvido, através de redução no número ou no 

volume das células, ou ambos. (PAES, 2004). 
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3.3.8   Análise imunohistoquímica 
 
Quantif icou-se o índice de expressão do PCNA pela observação 

dos núcleos celulares marcados e não marcados com anticorpo 

monoclonal anti-PCNA em cada corte histológico. Para este 

experimento, consideraram-se PCNA-posit ivas todas as células com 

coloração nuclear acastanhada, independentemente da intensidade 

desta coloração. Para a análise imunohistoquímica contaram-se 100 

células da camada de células lúteas; 100 células estromais e 

verif icados os folículos com ao menos uma célula da granulosa 

PCNA posit iva, sendo esses considerados como apresentando 

desenvolvimento inicial. Conduziu-se este processo em microscópio 

óptico comum munido de lente ocular de 10x e objetiva de 40x, com 

magnif icação f inal de 400x. (Nikon-Eclipse®  E200). Calculou-se a 

porcentagem de células PCNA posit ivas e negativas para as células 

estromais e lúteas de cada lâmina.  

 

3.3.9  Análise estatística 
 

Recorreu-se à análise descrit iva dos dados através de tabela e 

gráf ico. Para a comprovação do objetivo levantado nesse trabalho foi 

uti l izado o teste não-paramétrico “Comparação entre duas 

Proporções” (através do software  “Primer of Biostatistics”) e os 

testes paramétricos t de student e não paramétrico de Mann-Whitney. 

Estabeleceu-se p ≤ 0,05 ou 5% como nível para rejeição da hipótese 

de nulidade.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4   RESULTADOS 
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4.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA GERAL 
 

Nos cortes histológicos submetidos à coloração pela 

hematoxi l ina-eosina, observou-se, no tecido não congelado, a 

presença de todos os tipos foliculares, enquanto nos cortes 

criopreservados encontraram-se exclusivamente folículos 

primordiais. A Tabela 1 descreve as características histológicas 

encontradas no tecido não congelado e no tecido criopreservado. 

Tabela 1 - Características histológicas encontradas nos grupos, em 
porcentagem 

Características histológicas  Tec. Não Congelado  Tec.Criopreservado  Valor de p  

Vacuolização citoplasmática 50,0 100,0 0,039 

Picnose 0,0 30,0 0,210 

Lise estromal 30,0 50,0 0,648 

Distribuição irregular da cromatina 10,0 70,0 0,022 

Fragmentação das células da granulosa 30,0 80,0 0,072 

Oócito com contornos irregulares 10,0 80,0 0,007 

Degeneração hialina 0,0 30,0 0,210 

 

Na comparação entre os grupos (tecido não congelado x tecido 

criopreservado - Figura 4) em relação às características histológicas, 

foi observada diferença estat ist icamente signif icat iva, com maior 

predomínio para o grupo de tecido criopreservado: 

• vacuolização citoplasmática (p=0,039); 

• distribuição irregular da cromatina (p=0,022); 

• oócito com contorno irregular (p=0,007). 

 

Na fragmentação das células da granulosa também foi 

observado predomínio para o grupo do tecido criopreservado 

(p=0,072), no entanto, sem diferença estatisticamente signif icat iva 

(probabil idade l imítrofe que indica tendência). 
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Figura 4 - Características histológicas encontradas  nos grupos 

Fonte: tabela 1 

(1) Vacuolização citoplasmática 

(2) Picnose  

(3) Lise estromal 

(4) Distribuição irregular da cromatina 

(5) Fragmentação das células da granulosa 

(6) Oócito com contornos irregulares 

(7) Degeneração hialina 

 

 Nas fotomicrograf ias 5 a 13 observam-se as características 

histológicas visibi l izadas em cortes de tecido ovariano corados com 

hematoxi l ina-eosina. 
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Figura 5 - Fotomicrografia de ovário demonstrando folículo secundário em tecido não 
congelado (HE -  400X) 

 

 
Figura 6 - Fotomicrografia com folículo primário em tecido não congelado (HE- 400X) 
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Figura 7 - Fotomicrografia com visibilização de folículo primordial em tecido 

criopreservado (HE- 100 X) 

 

 
Figura 8 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado demonstrando folículo 

primordial com contornos irregulares (HE - 400X) 

Folículo 
Primordial 

Folículo 
Primordial 
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Figura 9 - Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado em que se observa 
fragmentação do oócito (HE - 400X) 

 

  

Figura 10 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando distribuição irregular da 
cromatina (HE - 400X) 

Oócito 
Fragmentado 
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Figura 11 - Fotomicrografia de ovário na qual se verificam vacuolizações 
citoplasmáticas (HE - 400X) 

 

 

Figura 12 - Fotomicrografia de tecido ovariano demonstrando fragmentação nuclear 
das células da granulosa (HE - 400X) 
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Figura 13: Fotomicrografia de tecido ovariano criopreservado com visibilização de 

degeneração hialina (HE - 400X) 

 
 
4.2 Análise imunohistoquímica por PCNA 

 
As lâminas submetidas à análise imunohistoquímica 

apresentaram posit ividade para PCNA semelhantes em tecido não 

congelado e tecido criopreservado, conforme indicado no Quadro 1 e 

Tabela 2. Na análise comparativa em relação ao tipo de tecido pode-

se af irmar que os resultados encontrados no tecido não congelado 

não são estatist icamente diferentes dos resultados encontrados no 

tecido criopreservado, em nenhuma das amostras analisadas. 
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Tabela 2 - Análise imunohistoquímica por PCNA das células lúteas e estromais do 
tecido não congelado e criopreservado – valores em porcentagem de 
positividade 

 
 TECIDO NÃO CONGELADO TECIDO CRIOPRESERVADO 

AMOSTRA CL – Células Lúteas CE – Células Estromais CL-Células Lúteas 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 

Mínimo 54,0 16,0 10,0 72,0 59,0 11,0 10,0 65,0 

Máximo 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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Nas fotomicrograf ias 14 a 18 pode-se observar a imunorreação 

ao PCNA em cortes submetidos à técnica de imunohistoquímica. 

Quadro 1 - Análise comparativa em relação ao tipo de tecido – valores de 
porcentagem 

DADOS Nº MÉDIA 
DESVIO 

PADRÃO 
MÍNIMO MÁXIMO MEDIANA 

VALOR 

DE p (1) 

CL Positiva       0,355 

• Não Congelado 10 72,2 8,6 54,0 84,0 -  

• Criopreservado 10 68,4 9,3 59,0 89,0 -  

        

CL Negativa       0,173 (2) 

• Não Congelado 10 27,8 (3) 8,6 16,0 46,0 26,0  

• Criopreservado 10 31,6 9,3 11,0 41,0 -  

        

CE Positiva       0,543 (2) 

• Não Congelado 10 18,4 (3) 5,9 10,0 28,0 17,5  

• Criopreservado 10 17,6 (3) 9,0 10,0 35,0 12,0  

        

CE Negativa       0,817 

• Não Congelado 10 81,6 5,9 72,0 90,0 -  

• Criopreservado 10 82,4 9,0 65,0 90,0 -  
        
(1) t de Student. 

(2) Mann-Whitney 

(3) Desvio padrão muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana. 
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Figura 14 - Fotomicrografia de ovário demonstrando folículos primordiais e folículo 
secundário PCNA positivos em tecido não congelado (400X) 

Os núcleos celulares com positividade ao PCNA coram-se em castanho e os PCNA negativos em azul. 
 

 
Figura 15 - Fotomicrografia com folículo primário e células luteicas PCNA positivas e 

estromais PCNA negativas em tecido ovariano não congelado (400 X) 
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Figura 16 - Fotomicrografia com folículos primários e primordiais e células luteicas 
PCNA positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano 
não congelado (400 X) 

 
Figura 17 - Fotomicrografia demonstrando folículos 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 folículos primordiais e células luteicas 

PCNA positivos e células estromais PCNA negativas em tecido ovariano 
criopreservado (100 X) 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5   DISCUSSÃO 
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Atualmente as opções para manter a ferti l idade em pacientes a 

serem submetidas à quimio e/ou radioterapia são um tanto limitadas. 

A quimioterapia vem sendo uti l izada, além do tratamento de câncer, 

num número crescente de condições não-malignas tais como 

doenças autoimunes e talassemias (NUGENT et al., 1997).  

BLATT (1999) estimou que a proporção de sobreviventes de 

câncer da infância será aproximadamente de um em 250 por volta de 

2010. Com isso, aumentou a necessidade de atenção à ferti l idade 

dessas pacientes. Sabe-se que a quimioterapia, especialmente com 

agentes alqui lantes, é gonadotóxica, sendo a incidência da falência 

ovariana dose-dependente (HOWELL et al., 1998). O andamento 

clínico pós-tratamento é imprevisível, a oligomenorréia pode ser 

seguida por menstruações normais ou pela falência ovariana 

prematura. A menstruação não indica, necessariamente, que tenha 

ocorrido ovulação, da mesma forma que a amenorréia não quer dizer 

obrigatoriamente, a falência das gônadas. 

A perda da função ovariana é mais comum em mulheres com 

mais de 40 anos do que em pacientes mais jovens, mas essas 

também são suscetíveis. Após o tratamento pode ocorrer o retorno 

das menstruações, mas 42% das mulheres desenvolverá a falência 

ovariana prematura ao redor de 31 anos. A radiação apresenta alta 

toxicidade aos ovários. A exposição a 4 Gy de irradiação pélvica 

constitui a dose letal aos oócitos. Também, nesse caso, as pacientes 

mais novas são menos suscetíveis do que as mulheres com mais de 

40 anos. A combinação da quimio com a radioterapia é 

particularmente devastadora (De VITA, HELMANN, ROSENBERG, 

2000). 

A transposição ovariana para fora do campo da radiação, na 

tentativa de reduzir a esteri l idade provocada pelo tratamento às 
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vezes não é ef icaz. Estudo feito por FEENEY et al. (1995) 

apresentou falência ovariana em 50% das pacientes com câncer 

cervical que receberam irradiação pélvica após prévia transposição 

ovariana.  

Outra tentativa é o pré-tratamento, de pacientes a serem 

submetidas à quimioterapia, com agonistas do hormônio liberador de 

gonadotrof inas (GnRH). Esse método foi uti l izado após observar-se 

que a esteri l idade induzida pela quimioterapia é menos provável em 

pacientes mais novas do que em mulheres com mais idade. Desse 

modo, o tratamento servir ia para induzir a pituitária a um estado pré-

púbere no qual os ovários são menos suscetíveis aos efeitos 

gonadotóxicos da quimioterapia. Esse método, porém, é l imitado por 

não apresentar proteção à irradiação. BLUMENFELD et al. (1996) 

demonstraram o ressurgimento espontâneo da menstruação 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 gonadotóxico. 

As pacientes com câncer também podem ser submetidas à 

real ização da ferti l ização in vitro  (IVF) pré quimio ou radioterapia. O 

problema é a falta de tempo para que a paciente se submeta à 

estimulação ovariana antes do início do tratamento para o câncer.  

Além disso, a IVF é imprópria à população pediátr ica.  

Uma outra opção é o congelamento de oócitos maduros e não 

ferti l izados. Isto impede o dilema ético de produzir embriões “órfãos” 

resultantes de procedimentos de fert i l ização em situações nas quais 

a paciente não sobreviva ao câncer. Entretanto, a ef iciência desta 

tecnologia é ainda limitada devido às baixas taxas de sucesso 

(aproximadamente 13% em seres humanos,). Além disso, os oócitos 

maduros somente podem ser coletados após o estímulo com 

gonadotrof inas, e em número limitado (LEE et al., 2001). 
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A criopreservação do tecido ovariano como meio potencial de 

preservar a ferti l idade e a função endócrina em pacientes tratados de 

câncer ou para mulheres em envelhecimento reprodutivo apresenta-

se atualmente como grande foco de estudo. A tecnologia envolve 

congelar os folículos primordiais imaturos in situ  no córtex ovariano.  

 

5.1 A RESPEITO DO MÉTODO 
 

5.1.1  Animal de experimentação  
 

A escolha de coelhas justif ica-se pelo fato de estas, 

diferentemente de ratas e camundongos, apresentarem 

desenvolvimento ovariano precoce, com presença folicular e 

oogônias em meiose durante um extenso período de tempo após o 

nascimento (BYSKOV e HOYER, 1994). Nesse trabalho, uti l izaram-se 

animais com idade entre um ano e três meses e dois anos e quatro 

meses, portanto em idade férti l,  com peso entre 3,5 e 4,5 Kg, não-

obesas, a f im de evitar a possível inf luência hormonal promovida 

pelo excesso de tecido adiposo. 

 

5.1.2  Criopreservação 
 

 Uma vez que o tecido ovariano é congelado, há, teoricamente, 

diversas opções disponíveis para sua uti l ização futura, incluindo 

autotransplante, xenoenxerto e a maturação in vitro  (LEE et al.,  

2001). 

A técnica do autotransplante consiste no transplante do tecido 

ovariano de volta à doadora de quem foi obtido. Pode ser executado 

ortotopicamente, isto é, recolocando o tecido junto do pedículo 

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 número de folículos primordiais. Uma 

secção de 1mm3 do córtex ovariano pode conter centenas de oócitos. 
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Em segundo lugar, o transplante autólogo de tecido ovariano 

preserva, teoricamente, a função endócrina das pacientes, ao 

contrário da IVF e da criopreservação dos oócitos, técnicas dir igidas 

somente à manutenção da ferti l idade. Em terceiro lugar, a 

criopreservação ovariana não posterga o tratamento do câncer tanto 

quanto a criopreservação de embriões ou oócitos. A ooforectomia ou 

a biópsia ovariana podem geralmente ser feitas por laparoscopia, 

técnica bastante simples se comparada às semanas de tratamento 

necessárias ao estímulo ovariano. Os folículos primordiais 

consistindo de oócitos imaturos rodeados por uma única camada de 

células da pré-granulosa, são menores, metabolicamente menos 

ativos e assim o congelamento é menos prejudicial do que o de 

oócitos em metáfase II.  Finalmente, os oócitos descongelados e 

transplantados ainda imaturos sofreriam um amadurecimento in vivo ,  

obviamente necessitando de um estímulo exógeno de gonadotrof inas 

(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 há a preocupação com relação a reintrodução 

de focos malignos ao reimplantar o ovário na paciente submetida ao 

tratamento para câncer. Assim pesquisas foram desenvolvidas com 

relação ao transplante do tecido ovariano humano criopreservado em 

hospedeiro animal. Com esta técnica, a possibil idade de transmissão 

do câncer e a reincidência podem ser minimizadas, já que a 

maturação dos folículos primordiais ocorre no anfitrião animal. Além 

disso, o xenoenxerto pode beneficiar pacientes nas quais a 

estimulação ovariana é dif íci l ou relativamente contra-indicada (por 

exemplo: pacientes com síndrome do ovário pol icístico e câncer de 

mama). O xenoenxerto subcutâneo apresenta diversas vantagens: a 

simplicidade do procedimento, a fácil  monitoração do 

desenvolvimento folicular e o acesso direto para a aspiração do 

folículo. Entretanto, o xenoenxerto pode levantar algumas 
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considerações éticas óbvias e questiona sobre a possibi l idade de 

transmit ir agentes infecciosos ou potencialmente teratogênicos (LEE 

et al., 2001). 

Na maturação in vitro  de oócitos criopreservados, considera-se 

que uma vez que o tecido ovariano é descongelado, teoricamente a 

ferti l idade pode ser restaurada executando a maturação in vitro . Os 

oócitos são cult ivados e, após amadurecimento, são ferti l izados por 

injeção intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI), e os embriões 

resultantes são transferidos ao útero. A limitação desta técnica é o 

escasso conhecimento sobre as circunstâncias ideais necessárias à 

maturação, motivo de estudo da comunidade científ ica mundial. 

 

5.1.3  Exposição aos crioprotetores 
 
Quando as soluções aquosas são congeladas, a água da célula 

é 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 são congeladas, essas reagem osmoticamente às grandes 

alterações de concentrações de f luidos extracelulares (NEWTON et 

al., 1998). 

A primeira etapa essencial a todo protocolo de criopreservação 

tanto para oócitos e folículos como para amostras isoladas de córtex 

ovariano deve promover um equil íbrio entre as células e o 

crioprotetor. Os crioprotetores devem ser completamente miscíveis 

em água, com baixa toxicidade mesmo em concentrações elevadas e 

facilmente permeáveis às membranas da célula. Os crioprotetores 

são uti l izados na proteção das células estabil izando proteínas 

intracelulares, reduzindo ou eliminando a formação de gelo 

intracelular e moderando o impacto da concentração de eletrólitos 

intra e extracelulares (MAZUR, 1963). 

O principal fator que inf luencia a resposta de uma célula ao 

congelamento é a relação entre sua superfície e seu volume. Em 
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geral,  quanto maior a célula, mais lentamente deve ser o 

congelamento. Conseqüentemente, os oócitos humanos requerem 

muito mais tempo para alcançar o equil íbrio osmótico quando 

expostos a crioprotetores, do que os espermatozóides, por exemplo, 

(LEIBO et al., 1999). 

Além disso, em temperaturas próximas a 0°C, deve-se  tomar o 

cuidado necessário para evitar f lutuações extremas do volume da 

célula durante o equil íbrio com crioprotetores, já que alterações 

abruptas de volume podem danif icar imediatamente as células e 

torná-las mais suscetíveis ao estresse durante os procedimentos 

subseqüentes de refrigeração e descongelamento (NEWTON et al., 

1999). 

Embora muitos pesquisadores atr ibuam os danos celulares 

durante a criopreservação unicamente à toxicidade dos 

crioprotetores, outros af irmam que as alterações celulares são 

devidas inteiramente ao choque osmótico. Ao diminuir a temperatura 

abaixo de zero, quando as células são congeladas em concentrações 

molares de crioprotetores, sua sobrevivência é fortemente 

dependente das rampas de refrigeração e de descongelamento, 

sendo a melhor rampa a que permite a maior sobrevivência conforme 

o tipo e a concentração de crioprotetor (PICTON, GOSDEN e LEIBO, 

2000). 

Estudos de criobiologia demonstraram que t ipos diferentes de 

células, mesmo se congeladas na mesma solução, exibem condições 

de descongelamento diferentes. Este fato é especialmente relevante 

na criopreservação do córtex ovariano, já que os tecidos são 

constituídos por diversos t ipos de células e cada tipo tem seu 

tamanho, forma e propriedades de permeabil idade característ icos. 

Desse modo, ut i l izando um protocolo de criopreservação que permita 

melhores condições de sobrevivência a um tipo de célula do córtex 

ovariano, pode ser que esse não seja o melhor meio de 

congelamento a outro t ipo celular. Devido à alta complexidade da 
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arquitetura ovariana, a sobrevivência do tecidos criopreservado 

depende não somente das rampas de congelamento e 

descongelamento, mas também dos métodos de remoção dos 

crioprotetores (MAZUR, 1963, PEGG, 1996). 

O conhecimento dos mecanismos que promovem a proteção ou 

levam à lesão de tecidos e células, durante o processo de 

criopreservação, permite melhor ut i l ização dessa técnica, 

estabelecendo tempos de congelamento e de descongelamento que 

provoquem o mínimo de efeitos deletérios. 

A criopreservação de vários t ipos celulares tem sido bem 

descrita na l iteratura. De maneira geral, o bom protocolo de 

congelamento celular é aquele que propicia a estabil idade das 

reações cruzadas entre as moléculas no ambiente intracelular e 

também permite a sobrevivência celular após o descongelamento. O 

tecido deverá não somente permit ir a sobrevivência celular, como 

também exibir a mesma arquitetura inicial, com as mesmas junções 

intercelulares, interações e l igações moleculares (ROSSI, L. M, 

2004). 

Segundo MAZUR, LEIBO e CHU (1972), o processo de lesão 

durante a criopreservação resulta da interação de duas categorias de 

fatores: numa técnica de congelamento muito rápida, as células são 

danif icadas pela formação de gelo em seu interior e conseqüente 

“inchamento” durante o descongelamento. Se a criopreservação for 

feita por método muito lento, ocorre morte celular pelo maior tempo 

de exposição à maioria das alterações produzidas em soluções intra 

e extracelulares na conversão de água em gelo. Essas alterações 

incluem a concentração e precipitação de solutos, desidratação e 

mudanças de pH. 

A dif iculdade para conseguir a permeabil idade adequada dos 

fragmentos de tecido ao crioprotetor pode ser superada util izando 

secções f inas de tecido, com aproximadamente 1 a 2 milímetros de 

espessura, que fornecem maior área de contato para a penetração do 
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soluto (NEWTON et al., 1998). Esse foi o procedimento uti l izado no 

estudo ora apresentado. 

 

5.1.4  Tipos de crioprotetores 
 
NEWTON et al. (1998) compararam a sobrevivência folicular 

após a criopreservação com diferentes tipos de crioprotetores. Os 

resultados com DMSO, 1,2- propanodiol e EG não se apresentaram 

signif icat ivamente diferentes (com valores entre 44 e 84%). O 

glicerol demonstrou resultados insatisfatórios (ao redor de 10%), 

provavelmente devido ao estresse osmótico excessivo criado pela 

lenta penetração do crioprotetor (NEWTON et al., 1996). 

AUBARD et al. (1998) compararam a ef iciência do DMSO e do 

EG e concluíram que o tecido ovariano de ratas pode ser 

criopreservado com sucesso, uti l izando o protocolo de congelamento 

rápido/descongelamento lento, com ambos os crioprotetores. 

HOVATTA et al.  (1996) uti l izaram DMSO e propanodiol-

sacarose como crioprotetores no congelamento de tecido ovariano 

humano e concluíram que ambos apresentam grande ef iciência no 

processo de preservação folicular durante a criopreservação. 

Muitos autores demonstraram a possibi l idade de restaurar a 

ferti l idade em fêmeas 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 há consenso de que a recuperação após a 

criopreservação, usando DMSO, é de alta qualidade, com maior 

preservação do tecido germinativo; por este motivo uti l izou-se o 

DMSO como crioprotetor no estudo aqui demonstrado. 

 

5.1.5  Dificuldades da criopreservação 
 
O congelamento de tecido ovariano apresenta a dif iculdade de 

estar sujeito aos interesses usuais de segurança de armazenamento, 
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a longo prazo, em containers de nitrogênio l íquido. Sabe-se dos 

riscos da transmissão viral nesses tanques. TEDDER, ZUCKERMAN, 

GOLDSTONE, HAWKINS, FIELDING, BRIGGS, IRWIN, BLAIR, 

GORMAN e PATTERSON (1995) relataram a transmissão de hepatite 

B em containers de criopreservação. Durante um período de 25 

meses, seis pacientes que se submeteram ao tratamento citotóxico 

para malignidades hematológicas e outras desenvolveram infecção 

aguda por hepatite B. A medula óssea e as células do sangue 

periférico t inham sido coletados dos seis pacientes e armazenados 

no mesmo tanque do criopreservação para possível transplante. O 

DNA humano, o antígeno de superfície da hepatite B (HbsAg), e o 

DNA do vírus da hepatite B (HBV) com as seqüências idênticas 

àquelas de quatro pacientes com infecções relacionadas foram 

encontrados subseqüentemente no nitrogênio l íquido. Esse incidente 

reforçou a exigência de que os recipientes usados na 

criopreservação de tecido humano sejam selados de maneira que se 

impeça a troca de material entre o espécime e o nitrogênio l íquido. 

 Em crianças, a possibil idade do armazenamento a longo prazo 

de tecido ovariano levanta também a questão do tempo de 

armazenamento. Em casos de tecido ovariano criopreservado de 

pacientes jovens é importante assegurar-se de que o paciente ou o 

responsável consinta em estabelecer um prazo máximo para o 

armazenamento e também para a el iminação do tecido em caso de 

morte ou de incapacidade mental. 

 

5.1.6  Vitr if icação 
 

A vitr if icação constitui um processo físico no qual uma solução 

aquosa passa a um estado sól ido vítreo amorfo, menos prejudicial às 

células do que a cristalização. Vários métodos diferentes foram 

usados para vitr i f icar oócitos e embriões humanos antes da 

implantação, com diferentes taxas de sucesso. Os métodos incluem o 
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uso de payettes convencionais, ut i l izando uma cânula denominada 

cryoloop  e a vitr if icação das células usando grades de microscopia 

eletrônica para sustentação. 

Basicamente, a vitr if icação é feita com concentrações elevadas 

de um crioprotetor ou da junção de diversos crioprotetores em uma 

taxa de congelamento extremamente elevada (2000°C/m in). Tais 

circunstâncias impossibil itam a formação intracelular de cristais. Os 

freezers programáveis, automatizados, usados geralmente para 

protocolos de congelamento lento não são requeridos para a 

vitrif icação e o tempo real para criopreservar os espécimes é 

diminuído signif icativamente. Apesar destas aparentes vantagens, a 

elevada toxicidade devido à alta concentração de crioprotetores 

usados em protocolos do vitrif icação pode causar choque osmótico 

severo e comprometer a sua sobrevivência após 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 A RESPEITO DOS RESULTADOS 
 
5.2.1  Análise histológica geral 
 

O tecido ovariano viável é aquele com capacidade da função 

hormonal, isto é, com secreção de estrogênio e de progesterona, e 

da função geradora, traduzida pela maturação dos folículos 

primordiais, presentes nos ovários no momento do nascimento, até 

os estágios foliculares mais desenvolvidos, ovulação e formação do 

corpo lúteo (BASTOS, 1998). 

Histologicamente os folículos classif icam-se como: a) saudáveis, 

quando apresentam lâmina basal intacta e oócito com não mais do 

que três vacúolos citoplasmáticos, vesícula germinal intacta e 

nucléolo; b) em início de atresia, quando apresentam mais do que 
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três vacúolos citoplasmáticos e início de condensação da cromatina; 

c) moderadamente atrésico, quando mostram fragmentação 

citoplasmática do oócito e cromatina bem condensada; e d) em 

atresia tardia, quando o oócito se apresenta completamente 

segmentado ou ausente (CUSHMAN, WAHL e  FORTUNE, 2002). 

A coloração com hematoxi l ina-eosina é uma técnica que 

permite visibil izar as característ icas estruturais dos cortes 

histológicos (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) uti l izaram o 

corte histológico corado com hematoxil ina-eosina na observação do 

tecido a fresco (teoricamente com histologia normal, ut i l izado como 

controle) e no tecido enxertado e recuperado. Puderam observar a 

viabi l idade e, por meio da contagem de folículos, fazer a 

determinação cinét ica e a avaliação dos estágios de desenvolvimento 

folicular. Porém a análise histológica do tecido criopreservado, antes 

do implante, não foi realizada. 

DISSEN et al. (1994) puderam observar, com esta coloração, a 

presença de tecido necrosado, o grau de neovascularização e a 

expressão celular de fatores angiogênicos após reimplante de tecido 

ovariano criopreservado. 

HOVATTA et al. (1996), após real izarem o congelamento de 

tecido ovariano humano, f izeram a análise histológica do tecido 

criopreservado através de amostras coradas com hematoxi l ina-

eosina e concluíram que os oócitos apresentavam morfologia 

semelhante aos encontrados em folículos não submetidos ao 

congelamento. 

Nesse estudo, ut i l izou-se a avaliação da preservação folicular e 

das características celulares como critério de análise histológica do 

tecido ovariano criopreservado em comparação com o tecido não 

congelado. 
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 A l imitação desse estudo é o fato de que a observação da 

integridade morfológica não é indicação f iel de que as condições 

funcionais das células foram mantidas após o processo de 

criopreservação. Entretanto, em estudo anterior desta l inha de 

pesquisa, em 2001, ALMODIN, CESCHIN, KRIGER, MINGUETTI-

CÂMARA, FERREIRA e MEISTER obtiveram a recuperação da 

ferti l idade em ovelhas, através de falência ovariana induzida por 

radioterapia, com implante sub-cortical de tecido germinativo 

criopreservado. Seis meses após o procedimento, as ovelhas que 

receberam os implantes tornaram-se espontaneamente prenhas, 

enquanto as ovelhas submetidas à radioterapia, e que não receberam 

o implante, não apresentaram gestação até um ano e meio após o 

experimento. Através desse estudo observou-se que a ferti l idade em 

ovelhas com falência ovariana pode ser recuperada com o implante 

de tecido germinativo, ou seja, as células do tecido criopreservado 

mantiveram as suas característ icas funcionais. Não houve, porém, 

avaliação das características do tecido criopreservado antes do 

implante. 

Observou-se, nos resultados obtidos nessa pesquisa, que 

somente os folículos primordiais sobreviveram ao processo de 

criopreservação. Esse resultado foi semelhante ao encontrado em 

outras pesquisas nessa área. (MEIROW et al., 1999, LEE et al., 

2001, ROSSI, 2004). 

Isso se just if ica pelo fato de os folículos primordiais serem 

menores e metabolicamente menos ativos, portanto mais tolerantes 

ao processo de criopreservação. 

Os oócitos imaturos, presentes nos folículos primordiais, não 

apresentam polimerização dos microtúbulos e formação de fusos 

mitóticos, assim a criopreservação de pequenos oócitos nesses 

folículos pode l ivrar 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 histológicos corados com hematoxil ina-

eosina, permit iram a identif icação das alterações histológicas 

presentes no tecido não congelado e no tecido criopreservado e a 

avaliação do potencial de viabi l idade do tecido criopreservado, já 

que a maioria dessas alterações são reversíveis. Observaram-se: 

• vacuolização citoplasmática: reversível desde que não muito 

intensa, ou seja, com presença de até 3 vacúolos; essa condição foi 

encontrada em 50% das amostras de tecido não congelado e em 

100% das amostras de tecido criopreservado (p= 0,039); 

• l ise estromal: dif iculta a regeneração tecidual, porém é 

reversível, observada em 50% das amostras de tecido criopreservado 

em comparação a 30% das amostras de tecido não congelado (p= 

0,648); 

• distribuição irregular da cromatina: presente em 10% das 

amostras de tecido não congelado e em 70% das amostras de tecido 

criopreservado; constitui a alteração da permeabil idade da membrana 

plasmática a corantes e a dissolução citoplasmática lenta, sem os 

fenômenos abruptos que caracterizam a lise celular, portanto é 

reversível (p= 0,022); 

• f ragmentação das células da granulosa: reversível desde que 

não atinja o estágio de lise celular; presente em 30% das amostras 

de tecido não congelado e em 80% das amostras de tecido 

criopreservado. (p=0,072). Ressalta-se que nesse estudo não se 

observou lise celular. 

• oócito com contorno irregular: presente em 10% das amostras de 

tecido não congelado e em 70% das amostras de tecido 

criopreservado. O oócito pode apresentar função normal mesmo que 

a sua membrana esteja irregular, desde que não ocorram alterações 

nucleares (p= 0,007). 

Essas característ icas histológicas foram signif icativamente mais 

presentes no tecido criopreservado, ou seja, a maioria das alterações 
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histológicas promovidas pela criopreservação, ainda que reversíveis, 

determinam dano tecidual. 

No tecido criopreservado encontraram-se 2 alterações 

histológicas irreversíveis, ambas em 30% das amostras analisadas: 

• degeneração hial ina (p=0,210), uma alteração histológica que 

antecede a f ibrose e é decorrente da produção e do acúmulo de 

proteínas no interior de células ou em tecidos, que tomam aspecto 

hial ino; 

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

Como essas condições (degeneração hial ina e picnose) são 

consideradas irreversíveis, mas foram encontradas em apenas 30% 

das amostras, justif icam-se os resultados de recuperação da 

ferti l idade em estudos anteriores com reimplante de tecido ovariano 

criopreservado. 

 

 

5.2.2 ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

O PCNA constitui um marcador sensível dos eventos precoces 

de crescimento folicular. Ocorre o aumento da expressão deste 

antígeno nos estágios iniciais de desenvolvimento das células da 

granulosa e, assim, os oócitos iniciam a posit ividade para PCNA 

antes de sua expansão. A imunorreação para o PCNA permanece 

prevalecente em folículos nas células da granulosa e da teca em 

estágios subseqüentes de desenvolvimento fol icular e diminui 

progressivamente na atresia (OKTAY et al., 1985). 

Nesse estudo, verif icou-se a posit ividade para o PCNA em todos 

os folículos observados, indicando que esses não se apresentavam 

atrésicos. 

Uma grande vantagem do PCNA é a possibil idade de util ização 

em tecidos f ixados pelo formol e incluídos em parafina, o método 
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mais uti l izado no preparo dos tecidos para exames histopatológicos 

(HUANG et al. , 1994). 

Os cortes histológicos dos ovários desse experimento foram 

submetidos à análise imunohistoquímica e apresentaram posit ividade 

para PCNA semelhantes em tecido não congelado e tecido 

criopreservado, conforme indicado no Quadro 1 e Tabela 2. Na 

análise comparat iva em relação ao t ipo de tecido, pode-se af irmar 

que os resultados encontrados no tecido não congelado não são 

estatist icamente diferentes dos resultados encontrados no tecido 

criopreservado, em nenhuma das amostras analisadas. Através da 

tabela 2 pôde-se verif icar a predominância de células lúteas PCNA 

posit ivas tanto no tecido não congelado, quanto no criopreservado. 

Também os folículos em diferentes estágios de desenvolvimento no 

tecido não congelado e os folículos primordiais no tecido 

criopreservado apresentaram posit ividade para o PCNA, indicando a 

presença de DNA ativo e determinando, conseqüentemente, a 

viabi l idade das células. 

Outro índice de viabil idade importante na avaliação do tecido 

ovariano criopreservado é a contagem de células marcadas para 

apoptose. Não foi possível esta análise no experimento aqui descrito, 

porém antígenos marcadores de apoptose estão sendo util izados na 

continuação desse estudo. 
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6   CONCLUSÃO 



 

 

 

 

A análise comparativa dos resultados, nas condições deste 

experimento, permite concluir que, no tecido ovariano 

criopreservado, observam-se: 

1. a sobrevivência de somente folículos primordiais. 

2. alterações histológicas reversíveis signif icantes: vacuolização 

citoplasmática, l ise estromal, fragmentação das células da granulosa 

e oócitos com contornos irregulares. 

3. alterações irreversíveis, em níveis não signif icantes: 

degeneração hialina e picnose. 

4. presença de PCNA posit ivo em todos os folículos, indicando a 

presença de DNA ativo e determinando, conseqüentemente, a 

viabi l idade das células. 
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Terminologias 
 

• Células tecais: células de tecido conjuntivo localizadas no folículo 

ovariano. 

• Células granulosas: células da membrana granulosa que reveste o 

folículo ovariano que dará origem às células lúteas após a ovulação. 

• Células lúteas: células do corpo lúteo que são derivadas das 

células granulosas e das células da teca do folículo maduro (ou de 

Graaf). 

• Células estromais: células do tecido conjuntivo de um órgão que 

são encontradas no tecido conjuntivo frouxo. Estas células são mais 

freqüentemente associadas com a mucosa uterina e o ovário, bem 

como com o sistema hematopoiético e outras regiões em geral. 

• Folículos Ovarianos: 

-  Primordiais: após a migração das células germinativas 

primordiais para a crista gonadal ocorre o envolvimento destas pelas 

células foliculares que se originam e passa a ser chamado de folículo 

primordial. Assim o folículo primordial consta de um oócito envolvido 

por uma camada única de células epiteliais achatadas. 

-  Secundários: folículos com 2 ou 3 camadas de células epitel iais 

cuboidais. Nestes folículos já ocorre a formação da membrana 

pelúcida. 

-  Terciários: produzem estrogênio. À medida que ocorre processo 

de multipl icação das células foliculares, ocorre aumento no número 

de camadas e formação de lacunas repletas por l íquido rico em 

estrogênio, devido à coalescência dessas células. Também ocorre a 

diferenciação da parede do folículo, 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 f ibrosa e a 

teca interna celular e produtora de hormônio esteróide. 
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-  Atrésicos: correspondem a folículos em qualquer estágio (I, II  

ou III) em processo de degeneração que acabam desaparecendo e 

deixando apenas uma estrutura vestigial com aspecto hialino 

chamada de Corpus fibrosum. 

-  Folículo de Graaf: agregação celular, em forma de esfera, 

local izada no ovário e que contém um oócito. Consiste de um 

envoltório f ibrovascular, um envoltório interno de células nucleadas e 

um f luido transparente composto por albumina no qual o oócito está 

suspenso. 

• Corpo Lúteo: massa glandular amarela formada no ovário a partir 

de folículos ovarianos que romperam e expulsaram o oócito. 

• Óvulo: célula germinativa feminina expulsa do ovário durante a 

ovulação. 

• Fibrose: qualquer condição patológica em que os tecidos 

conectivos f ibrosos invadem qualquer órgão, normalmente como 

conseqüência de inf lamação ou outra lesão. 

• PCNA: antígeno nuclear com a função de síntese de DNA, reparo 

de DNA, e progressão de ciclo celular. O PCNA é necessário para a 

síntese coordenada tanto na condução quanto revestimento das f itas 

na forquilha de replicação durante a replicação do DNA. A expressão 

do PCNA correlaciona-se com a at ividade prol iferativa em diversos 

tipos de células malignas e não malignas. 

• Imunohistoquímica: local ização histoquímica de substâncias 

imunoreativas ut i l izando anticorpos marcados como reagentes. 

• Viabi l idade celular: medida da viabi l idade de uma célula 

caracterizada pela capacidade para realizar determinadas funções 

como metabolismo, crescimento, reprodução, alguma forma de 

responsividade e adaptabil idade. 

• Criopreservação: preservação de células, tecidos, órgãos ou 

embriões por congelamento. Em preparações histológicas, a 

criopreservação ou criof ixação é uti l izada para manter a forma, 
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estrutura e composição química existente, de todos os elementos 

constituintes das amostras. 

• Citometria de f luxo: técnica que ut il iza um sistema instrumental 

para fabricação, processamento e exibição de uma ou mais medidas 

em células individuais obt idas de uma suspensão de células. As 

células são geralmente coradas com um ou mais corantes, 

específ icos aos componentes de interesse da célula, por exemplo, 

DNA, e a f luorescência de cada célula é medida rapidamente pelo 

feixe de excitação transversa (laser ou lâmpada de arco de 

mercúrio).  A f luorescência provê uma medida quantitat iva de várias 

propriedades bioquímicas e biofísicas das células, bem como uma 

base para separação das células. Outros parâmetros ót icos incluem 

absorção e difusão da luz, a últ ima sendo aplicável a medidas de 

tamanho, forma, densidade, granularidade e compreensão da 

coloração da célula. 

• Microscopia eletrônica: microscopia visual e fotográf ica na qual 

feixes de elétrons, com comprimentos de onda centenas de vezes 

mais curtos que a luz visível, são usados no lugar da luz, o que 

signif ica permit ir uma magnif icação muito maior. 

• Transplante alogênico: transplante entre indivíduos de uma mesma 

espécie. Geralmente se refere a indivíduos geneticamente diferentes 

ao contrário do transplante isogênico para indivíduos geneticamente 

idênticos. 
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HISTOLOGIA OVARIANA 
 

-  Constituição do Córtex Ovariano: 

• estroma de sustentação 

• estruturas produtoras de gametas e seus derivados 

 

O estroma cortical é composto por células fusiformes 

semelhantes a f ibroblastos, densamente compactadas. As células 

fusiformes estão dispostas ao acaso ou em padrões espiralados. O 

citoplasma dessas células é rico em ribossomos e microf ilamentos; 

as mitocôndrias também são numerosas e tendem a se reunir ao 

redor do núcleo. 

As f ibras reticulares e colágenas entre as células do estroma 

são part icularmente proeminentes na parte externa do córtex. O 

aumento progressivo do teor de colágeno nesta área inicia-se 

precocemente na vida reprodutiva e se torna mais intenso com o 

tempo, desta maneira, na época da menopausa, o colágeno é quase 

universal. 

A celularidade do estroma ovariano e a quantidade de lipídio que 

as células contêm são ambos dependentes do estímulo hormonal.O 

aumento no acúmulo de lipídeos nas células do estroma é chamado 

luteinização das células do estroma. 

 

• Produção de gametas e maturação 

Embriologicamente os gametas são derivados de células 

germinativas primordiais, que se desenvolvem no saco vitelínico e 

migram para os ovários em desenvolvimento. As divisões das células 

germinativas primordiais produzem oogônias que se multiplicam por 

mitoses. Durante o segundo trimestre de gestação, as divisões 

mitóticas cessam e as numerosas oogônias aumentam de tamanho e 

passam a denominar-se oócitos primários. Nesse estágio seu número 

equivale a vários milhões em cada ovário, mas muitos se degeneram.  
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Ao nascimento, cada ovário contém cerca de um milhão de 

oócitos. No inicio da puberdade esse número passa a cerca de 250 

mil. 

Os oócitos primários sobreviventes à degeneração no segundo 

trimestre entram em prófase da primeira divisão meiótica e 

permanecem nessa fase por muitos anos. Adquirem uma única 

camada de células achatadas arredondadas (células da granulosa) e 

assim denominam-se folículos primordiais. Ao nascimento, o córtex 

ovariano apresenta-se repleto de numerosos folículos primordiais 

inseridos no estroma cortical. 

Na puberdade, a secreção cícl ica de FSH da hipóf ise estimula o 

desenvolvimento de um pequeno número de folículos primordiais. 

Ocorre aumento do oócito, associado ao aumento do tamanho das 

células da granulosa, que se tornam cúbicas ou colunares e o 

folículo passa a chamar-se folículo primário uni laminar. As células da 

granulosa se dividem e produzem um envoltório com várias camadas 

ao redor do oócito em crescimento, enquanto uma lâmina 

glicoproteica se forma entre o oócito e essas células: a zona 

pelúcida. O folículo agora é conhecido como folículo primário 

multi laminar. 

 

Com a maturação contínua dos folículos, a cápsula externa das 

células do estroma ovariano começa a se diferenciar em duas 

camadas: camada interna (teca interna), que apresenta células 

secretoras de estrógenos e é altamente vascularizada e a camada 

externa (teca externa), que permanece pequena e compacta e não 

possui função secretora. O folículo, nesse estágio, é denominado 

secundário. Pequenas lacunas preenchidas com líquido aparecem na 

camada das células da granulosa circundando o oócito formando o 

antro, que aumenta progressivamente de tamanho. O f luido é 

l igeiramente viscoso e é rico em ácido hialurônico. O oócito 

apresenta-se separado do líquido por uma camada de células da 
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granulosa denominada cumulus oophorus e o folículo, completamente 

maduro e pronto para a ovulação é chamado folículo de Graaf. 

 

Completa-se o primeiro estágio da meiose para a produção de um 

gameta haplóide e um pequeno corpo polar. 

 

• Atresia Folicular 

A atresia pode ocorrer em qualquer estágio do desenvolvimento 

folicular, mas é mais marcante durante a vida intra-uterina, quando o 

número de oócitos primários é reduzido. Quando os folículos são 

pequenos (primários e secundários), os componentes foliculares 

sofrem degeneração e completa reabsorção, sem deixar cicatr iz.  

Folículos maiores, com substancial componente celular, sofrem 

desintegração gradual e substituição por tecido f ibroso hial ino. O 

oócito se desintegra e as células da granulosa se separam e 

degeneram, enquanto que a zona pelúcida se colapsa e se retrai,  

mas permanece identif icável. Geralmente uma membrana vítrea se 

desenvolve entre as células da granulosa em degeneração e a teca 

externa, podendo prol iferar transitoriamente, talvez gerando a fonte 

para o tecido f ibroso f ibrocolagenoso que geralmente substitui o 

folículo atrésico. Quando um folículo grande sofre atresia, uma 

cicatriz colagenosa substancial pode se formar, um corpo f ibroso 

(STEVENS e LOWE, 2001). 



81 
 
 
 

  81 

CARACTERÍSTICAS DE COELHAS 

 

Coelhos de todas as variedades são util izados em pesquisas 

laboratoriais, principalmente em estudos de bacteriologia, f isiologia e 

nutrição. São também usados em laboratórios clínicos, em estudos 

sobre hormônios e para produção de vacinas e soros. 

Os coelhos são normalmente obtidos de criadores que 

entregam os animais em número e tamanho exato para determinado 

experimento. Devem ser manuseados o menos possível, com 

exceção dos futuros reprodutores. É muito fáci l causar lesões de 

coluna vertebral em coelhos, a menos que certos cuidados sejam 

observados. Os coelhos, em geral,  não oferecem resistência ao 

serem manuseados por pessoas em quem confiam. 

Este animal elimina dois t ipos de fezes: as fezes “diurnas” são 

duras, secas e redondas; as fezes “noturnas” são moles e envolvidas 

por uma membrana. As fezes noturnas são ingeridas pelo coelho e 

são importantes fontes de nutrientes. Animais em jejum, com 

estômago totalmente vazio são dif íceis de ser obtidos, em 

decorrência do habito da coprofagia. 

Os coelhos recém adquiridos devem ser isolados por um 

período mínimo de 21 dias. Se engaiolados, devem sempre dispor de 

espaço suf iciente na gaiola para se esticarem em todo seu 

comprimento, que é a sua posição normal de descanso. A gaiola 

deve também ser suf icientemente alta, para permitir que o coelho 

sente sobre suas patas traseiras. 
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Coelhos 
Coelhos (Oryctolagus cuniculus)  

 Temperatura ambiente 
 ideal: 20 - 25ºC 
 
 Umidade 
 50% (geralmente não controlada) 
 
 Luz 
 14 horas/dia  

 Batimentos cardiacos/minuto 
 205 (123 - 304) 
 
 Freqüência respiratória/minuto 
 51 (38 - 60) 
 
 Temperatura corporal 
 39,4ºC (37,5ºC - 40,1ºC) 

 Peso adulto 
 macho: 4 - 5,5kg 
 
 fêmea: 4,5 - 6,4kg 
 
 Peso ao nascer láparos 100g  
 (8 semanas de idade: 1,8kg) 

 Maturidade sexual 
 fêmea: 5 - 6 meses; peso 4,5kg 
 
 macho: 6 - 7 meses; peso 4kg 
 
 Ciclo estral: poliestro 

 Gestação 
 30 - 32 (media 31 dias) 
 
 Desmame 
 8 semanas (peso 1,8kg)  
 
 Tamanho da ninhada 
 1 - 8 (média 8) 
 

 Cobertura pós-parto  
 14 - 28 dias 

 Vida reprodutiva  
 fêmea: 1 - 3 anos 
 
 macho: 1 - 3 anos 
 
 Colônia 
 1 macho para 6 -10 fêmeas 

 Consumo diário de água  
 a vontade 
 
Inicio do consumo de alimentos sólidos 
 14 - 16 dias 

 Consumo diário de alimento 
 macho adulto: 110 - 175g  
 fêmea grávida: 175 - 225g 
 fêmea em lactação: 225 - 1.000g 
 - fase de crescimento:  
  3 - 6 semanas: 0,5 - 0,75 kg/dia 
 - ninhada com 7 - 8 animais: 6 - 8  semanas: 
0,5 - 1kg/dia 

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

Acesso em 07/11/2004. 


