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RESUMO

Um dos principais problemas enfrentados pela meali@produtiva que nao foi solucionado até o
momento € a incapacidade da preservagdo de o@eitgsacientes candidatas a tratamento com
guimioterapia, radioterapia e/ou cirurgia. Nestessos, 0 transplante de tecido ovariano
criopreservado poderia, além, de levar a recuperdgé&capacidade fértil da mulher, servir como
alternativa a terapia de reposicdo hormonal. Noitmtde verificar a viabilidade funcional do
transplante ovariano autélogo, para o peritbnidsagngelamento e descongelamento, 67 ratas
Holtzman foram avaliadas e divididas em trés grug@sgrupo 1 (n=20) foi submetido a
ooforectomia bilateral, o grupo 2 (n=24) foi subicheta laparotomia e inspecdo dos ovarios e no
grupo 3 (n=23) foi realizada ooforectomia bilates#Eguida de congelamento e descongelamento
de um dos ovarios e posterior transplante pargercie peritonial, & esquerda do feixe vasculo-
nervoso epigastrico esquerdo. Foi realizada citalagginal funcional por um periodo de 10 dias
nos trés grupos e analise histopatologica dos awdransplantados para avaliagdo da funcao
ovariana. No grupo da ooforectomia, todas as 2fsrapresentaram um padrdo persistente de
atrofia na citologia vaginal, compativel com aus&me ciclo estral. No grupo controle, todas as
ratas apresentaram citologia vaginal tipica deeg@cr hormonal ciclica (estro). No grupo do
transplante, 21 (91,3%) animais apresentaram ediesacitologicas compativeis com o ciclo estral.
Apods aplicar o modelo de regressédo logistica, mAwesificou efeito significativo, do tipo de
intervencdo cirdrgica (transplante ou laparotomisspecdo dos ovarios), na probabilidade da
ocorréncia de ciclos irregulares. Apo6s 40 diasreddizacdo do transplante, os ovarios foram
retirados e estudados histologicamente. Todos asvdB0s apresentavam foliculos em todas as
fases de desenvolvimento, inclusive, grandes folécantrais, além de corpos Iuteos. Com isso,
concluiu-se que o transplante ovariano autélogo, re@anastomose vascular, em peritdnio de ratas,
apos congelamento e descongelamento, € capaztdaraesa funcdo enddcrina dos ovarios e o
desenvolvimento folicular adequado, havendo, atémmoe evidéncias da ocorréncia de ovulacao,
nos implantes.

Palavras-chave:Transplante, ovario, criopreservacao, ratas



SUMMARY

One of the major problem against reproductive medics the incapacity of oocyte preservation.
In these cases, ovary preservation could restaradral e fertility capacity. Objective: Assess the
ovarian function after removal of the ovaries, @mgservation and intraperitoneal
autotransplantation. Design: Prospective experiatesttidy involving 67 rats. Materials/Methods:
A total of 67 Holtzman rats were randomized to ohthe three groups: Group 1 (n 5 20) bilateral
oopherectomy, Group 2 (n 5 24) shame operationu® (n 5 23) cryopreserved ovarian
autotransplantation group. The rats in Group 3 Ffaden/thawed ovaries replaced to the
peritoneum 10 days after freezing with DMSO. Daifginal cytology was performed for 10 days
starting 7 days after surgery in group 1 and 2, H#adlays after surgery in group 3. Histologic
examination of the transplanted frozen/thawed awatissue was performed in all cycling animals
40 days following transplantation. Results: In groli none of the animal showed cytologic
alterations compatible with estrus. All animalsgroup 2 were considered as having hormone
secretion. Cytologic examination of vaginal smefaosn group 3 revealed 13 animals with the
normal cycle sequence and 8 animals showing attesatompatible with estrus. One animal had 4
days of diestrus and 2 days of metaestrus and enb#d 3 days of estrus followed by one day of
metaestrus and one day of distrus. Morphologicystofdthe ovaries showed no ischemic or
inflammatory alterations and all ovaries showedidigs in different stages of maturation, i.e.,
viable primordial, antral follicles and corpus lute. Conclusions: Our study demonstrates that
frozen/thawed ovaries transplanted to the peritonetithout vascular anastomosis in rats preserve
endocrine and reproductive functions. These firglimight encourage the development of human
autologous ovarian transplantation protocols fome&n at increased risk of ovarian failure.

Key-words: Transplantation, ovary, cryopreservation, rats
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1 - INTRODUCAO

A necessidade de preservacdo dos gametas femiminosproblema da reposicao
hormonal relacionado a melhor droga, dose e viadiainistracdo, indicacoes e efeitos
colaterais sdo assuntos que vém sendo discutiddédailas e que até o momento nao
apresentam solucdes definitivas. O banco de texidaano congelado pode ser uma das
alternativas possiveis para atender estas quegtesmcontra-se em investigacao
experimental tanto em animais quanto em humanodaam fases iniciais. Ele pode ser
uma solucao para a preservacgao da fertilidade emargas com cancer, situagcao em que
o tratamento poderda levar a faléncia hormonalpassimo o que ocorre em pacientes
com endometriose grave ou tumores ovarianos besighssa questdo torna-se
especialmente importante para mulheres soltei@&aecas, nas quais ndo € possivel o
uso do congelamento de embrides. Além disso, darsdique o transplante ovariano
possa restaurar a funcdo enddcrina da mulher, sendalternativa a terapia hormonal.
Outra possivel indicacao seria para pacientesetaedam a concepcao para um periodo
avancado da vida reprodutiva, quando a reservaiamearencontra-se diminuida ou

esgotada, hoje candidatas a tratamento com doagadcios.

Nosso grupo ja vem desenvolvendo uma linha de [sqessa area e os resultados
iniciais sdo realmente promissores. Barros et2l0]) mostraram que o transplante
ovariano autélogo, sem reanastomose vascular, etdrpe de ratas castradas, restaura
o ciclo estral desse animal e o desenvolviment@uialr adequado, havendo fortes
evidéncias da ocorréncia de ovulagao nos implaftes) esse trabalho estamos, entéo,
dando prosseguimento a linha de pesquisa mencipnageoveitando que a

criopreservacao ja vem se tornando um procedinmsagoro e bem estabelecido.
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2 — REVISAO DA LITERATURA

No ano de 2006, foram estimados 1.399.790 novassaes cancer nos Estados Unidos,
sendo 679.540 em mulheres e 8% disso em mulheeesoatbe 40 anos (Jemal et al.,
2006). Estima-se que em 2010, uma em cada 250g%eadaltas serdo sobreviventes de
cancer na infancia (Blatt, 1999). Os grandes awwaobtidos no diagndéstico e tratamento
do cancer em criancas, adolescentes e adultos tmmanexpectativa de vida de
mulheres sobreviventes na pré-menopausa, entretsutblou numa populacdo crescente
de adolescentes e adultos curados de neoplasigpasatjue experimentarao problemas
de infertilidade devido a faléncia ovariana premat(Blatt, 1999). Os efeitos das
quimioterapias, radioterapias e cirurgias mutiladano futuro da fertilidade sdo matéria

de estudos e preocupacodes das pacientes e daselimsés.

2.1 — FALENCIA OVARIANA

2.1.1 — Faléncia Ovariana Pds-Quimioterapia

A quimioterapia, especialmente quando se utilizargentes alquilantes, €
reconhecidamente gonadotdxica. A gonadotoxicidadeddogas varia entre elas, sendo
algumas extremamente téxicas (ciclofosfamida, nadfph) clorambucil, ifosfamida,
thiotepa e mostarda nitrogenada) e outras conpsfaiinimos ou nulos sobre a reserva
folicular ovariana (Metotrexate, 5-fluoracil, vimstina) (Sonmezer & Oktay, 2004). A
perda folicular € também dose dependente, sendocagda curso de quimioterapia
resulta em perda adicional proporcional a resefAkarn & Oktay, 2005). O risco de

faléncia ovariana aumenta com a idade, simplesmase conseqiéncia da menor
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reserva ovariana em mulheres mais velhas (Meirolugent, 2001). Mulheres novas
possivelmente ndo experimentardo faléncia ovariarediata com drogas altamente
gonadotodxicas, mas eventualmente elas desenvolideitilidade e menopausa precoce
(Poniatowski et al., 2001). Desse modo, a restaorde ciclos menstruais regulares néo

garante a fertilidade normal (Demeestere et a7R0

Em uma recente revisao, Lobo (2005) mostrou queanaae de gravidez espontanea apos
o tratamento é de 28% em mulheres abaixo de 20 emles apenas 5% em mulheres
acima de 25 anos. Além disso, relata que a tergpéuteconizada para o transplante de

medula 0ssea induz faléncia ovariana em mais ded®3%asos, mesmo em criangas.

2.1.2 — Faléncia Ovariana Pds-Radioterapia

A radiacdo induz dano gonadal através de efeittstogicos diretos e indiretos
(formacgéao de radicais livres) no DNA. A dose deaedo calculada para destruir 50%
da reserva oocitaria € estimada em menos de 2@sgy(Wallace, 2003). Enquanto um
total de 20 Gy pode induzir faléncia ovariana enthenes abaixo de 40 anos, uma dose
baixa, como 6 Gy, € suficiente para levar a fakEnoiulheres acima de 40 anos.

Pacientes que mantém ciclos regulares, apoés ig&aljpelvica, também nédo estdo livres

de desenvolver menopausa precoce (Wallace eB&8b)1

Além da radioterapia pélvica e abdominal utilizasha tumores pélvicos e doenca de
Hodgkin, a irradiacdo cranio-espinhal em tumorelmais e leucemia linfoblastica
aguda e irradiacéao total usada conjuntamente acggimentos de transplante de células

tronco também estdo intimamente associadas a ialémedocrina ovariana. O
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fracionamento da dose total permite uma menor itbedie (Wallace, 2003). E, além do
mais, a exposicdo uterina a doses de irradiagcaob&ixas quanto 10 Gy pode
comprometer a vascularizagdo e musculatura uteriesar a perda de distensibilidade,
tendo como consequéncia altas taxas de aborterilidhde por fator uterino (Wallace

et al., 1989).

Algumas condi¢gbes tidas como benignas podem tamlegar a perda da funcédo
enddcrina ovariana em decorréncia do tratamentotuit. Doencas como IUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatdide, a doeatgaBehcet e outras auto-imunes
podem ser tratadas com quimioterapia e/ou radmtenaos dias atuais (Mattle et al.,

2005).

2.1.3 — Faléncia Ovariana Ap6s Cirurgia

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), @930vos casos de canceres do
colo uterino no mundo estdo estimados para 200flose tumor que mais acomete as
mulheres em idade fértil (WHO, 2008). Quase 80%00@@®S Novos ocorrem em paises em
desenvolvimento, onde, em algumas regides, € cecanais comum entre as mulheres
(INCA, 2008). AAmerican Cancer Socie)ACS) preconizou que, em 2007, ocorreriam
22.430 eventos novos em relacao aos tumores owvar@hl.150 eventos de tumor do colo

uterino (ACS, 2008).

J4, no Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (IN®&tima 18.680 novas ocorréncias de
cancer de colo, em 2008, representando 19 paral@@00 mulheres. E o tumor mais

incidente, em mulheres na regido Norte, com inadi@éde 22:100.000. Na regidao sudeste
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brasileira, € o terceiro em frequéncia, com 17 £asw/os em cada grupo de 100.000
mulheres. Importante ressaltar que, nessas estishdo estdo sendo computados o0s
canceres de pele ndo-melanoma. A incidéncia doecéale colo de Gtero torna-se mais

evidente na faixa etaria de 20 a 29 anos e o a@gnwenta rapidamente até atingir seu pico,
geralmente entre 45 e 49 anos, dados que esclaea@portancia de sua consequéncia

sobre a fertilidade feminina (INCA, 2008).

Pacientes jovens podem, nessas situagdes, teow@uss retirados cirurgicamente como

alternativa terapéutica. Além dos casos de caatgarmas doencas benignas como cistos
ovarianos extensos, de natureza progressiva efoureates semelhante ao que ocorre
em alguns casos de endometriose, cistos mucioeosratomas podem ter indicacao de
ooforectomia bilateral, o que levaria a perda aedio enddcrina ovariana e de 100% da

reserva folicular. (Sonmezer & Oktay, 2004).

Sklar et al. (2006) estudaram 2.819 sobreviver@esrinas de tumores e as compararam
com 1.065 de suas irmds, em relacdo a ocorréngizedepausa prematura. Observaram
gue esta ocorreu em 126 mulheres que sobreviveoatunaor e em 33 no grupo das
irmas (controle). Entre estas, a ooforectomia gioar foi verificada em 61 (48%) e em
31 (94%) mulheres dos dois grupos, respectivamé&mitgeetanto, viram que a incidéncia
cumulativa de menopausa prematura ndo-cirurgioa &4 nas sobreviventes do cancer
e de 0,8% nas mulheres do grupo-controle, o quesepta risco relativo da ordem de
13,21 de um grupo em relagéo ao outro. Dai, coiselwjue a menopausa nao cirargica €
mais frequente nas sobreviventes de tumores malignque, em mulheres em idade

fértil que tém menopausa precoce, a castraca@mairesponde por 98%.
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Em criangas e adolescentes, estima-se a ocorr@ac6 casos de massas anexiais a
cada 100.000 mulheres e a prevaléncia de 4,2 a @g%mores malignos. Dados da
literatura mostram que mesmo pacientes que sdoetigda® a ooforectomia unilateral
por patologia benigna ainda apresentam risco del3% de torcdo ou neoplasia no

ovario residual (Bristow et al., 2006).

2.2 — METODOS DE PRESERVACAO DA FUNCAO ENDOCRINA OVARIANA

A primeira opcdo para preservacdo da funcdo owariarfertilidade futura sera a
utilizacdo de drogas menos gonadotdxicas e mermsss possiveis de radioterapia.
N&o sendo isso possivel, deve-se partir para atteas que visem diminuir a acdo dos
guimioterapicos e da radiacdo nos ovarios. Isstuiirec transposicdo dos ovarios ou
ooforopexia, a utilizacdo concomitante aos quimédEos de agonistas e/ou
antagonistas dos hormonios liberadores das gomdidhas hipofisarias (GnRH)

(Demeestere et al, 2007) e novas drogas antageristaapoptose Sphingosine-1-

PhosphatgKim, 2006).

2.2.1 — Ooforopexia

Na ooforopexia, 0s ovarios sao retirados do cangdarddiacdo, evitando, assim, 0s
efeitos diretos da radiacdo ionizante. A trans@msifos ovarios tem sido utilizada por
décadas, com o0 objetivo de preservar a funcdo anaari Antigamente, era feita
conjuntamente a laparotomia para estadiamento rencdo de Hodgkin ou a
histerectomia radical no cancer de colo uterinaafkhente, com o desenvolvimento das
técnicas de videolaparoscopia, esse tem sido @agiroento de escolha, devido a sua

simplicidade, seguranca e efetividade (Kim, 20@6¢ficacia na prevencao da faléncia
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ovariana nunca foi muito boa, variando nos estugltse 16 e 90 %. Essa grande
variacdo € devido as diferentes doses utilizadasgrau de comprometimento da
vasculatura, a idade da paciente e a concomit@ocigio de quimioterapia (Bisharah &
Tulandi, 2003). Diversas complicagbes sédo assoxiaa procedimento, diminuindo
ainda mais sua efetividade e incluem: isquemiaataga, dor pélvica cronica, formacéo
de cistos ovarianos e migragéo dos ovarios de addiza posicao original antes do inicio
da radioterapia (Meirow & Nugent, 2001). Quandm#ompexia é realizada, a gravidez
espontanea torna-se inviavel, a ndo ser que sajza@o um novo procedimento
cirurgico. Assim, como essas pacientes necessitideertilizacadn Vitro (FIV) no
futuro, a coleta de odcitos sera um grande des@Bisse modo, pacientes candidatas a
transposicdo devem ser cuidadosamente escolhidalsseamdo-se as diversas variaveis
gue podem afetar o resultado final. Finalizandmcause deve indicar o procedimento a
pacientes que serdo submetidas a quimioterapiairtanjente a radio (Sonmezer &

Oktay, 2004).

2.2.2 — Analogos do GnRH

Considerando a possibilidade de preservacéao daduegticular em homens submetidos
a quimioterapia nos quais foi realizada supress@adpl e na premissa que garotas pré-
puberes sdo menos afetadas pela gonadotoxicidadguitnioterapicos, foi aventada a
hipétese de que a supresséo ovariana pode setopaofi€im, 2006). Estudos realizados
em animais demonstraram menor perda de foliculiosopdiais quando foi utilizado o
analogo em animais submetidos a quimioterapia (Bhieid, 2007). Entretanto, falhou
em mostrar os mesmos beneficios quando os anim@s fsubmetidos a radioterapia

(Sonmezer & Oktay, 2004). Em humanos, Blumenfeldalet(1996) demonstraram
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claramente os efeitos benéficos da utilizacdo deKEmo grupo tratado com o analogo,
15 de 16 pacientes (94%) reassumiram ciclos mexnstregulares entre 3 e 8 meses apos
o fim da quimioterapia, enquanto no grupo cont6dlé apresentou faléncia ovariana. Ja
no estudo de Waxman (1987), ndo houve beneficiocaso do analogo, ja que, apés 3
meses de seguimentd de 8 mulheres no grupo tratado e 6 de 9 no gognirole
ficaram amenorréicas. Em estudo publicado recemtemdlumenfeld et al. (2008)
mostraram novamente os beneficios da utilizacad&uBH. No grupo que recebeu o
GnRH, menos de 7% desenvolveu amenorréia hipergtmégita irreversivel, ao passo
gue todas as outras voltaram a ter ciclos menstriggulares, além de 33 terem
engravidado espontaneamente 46 vezes. Alguns sstadmomizados fase Il se
encontram em andamento e irdo, provavelmente viezsalquestao a respeito do uso de
agonistas de GnRH na preservacao da funcao ovaiferdilidade em mulheres jovens

na menacme, expostas a quimioterapia gonadot@®iaeménfeld, 2007).

2.2.3 — Antagonista do GnRH

Tem sido sugerido que novos estudos devem avadiaantagonistas do GnRH, ao
contrario dos agonistas, com o0 objetivo de se guiseuma dessenssibilizacdo
hipofisaria mais rapida, eliminando a necessidagleaguardar os 7-14 dias que 0s
segundos levam para provocar o bloqueio hipofis@€im, 2006). Meirow et al. em
2004 realizaram um estudo com animais, com o ®bjate testar o efeito protetor do
Cetrorelix contra a ciclofosfamida e demonstraraoe gste existe, mas é dose
dependente, diminuindo com o aumento da dose dmigperapico. Outro estudo
concluiu que, apesar dos efeitos benéficos conbe@dm o0s agonistas, 0s antagonistas

de GnRH ndo conseguiram proteger o ovario dososfelanosos da ciclofosfamida
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(Danforth et al., 2005), colocando em duvida anzigdo de que 0s antagonistas
poderdo, num futuro préximo, substituir os agosistea protecdo ovariana contra

guimioterapia gonadotoxica (Blumenfeld, 2007).

2.2.4 — Sphingosine-1-Phosphate (Antagonista de Amose)

Os od6citos possuem intrinsecamente um mecanisnapolgtose que pode ser ativado
por diversos estimulos, entre eles radiacdo e qtenaipia. Na teoria, entdo, a morte
oocitaria poderia ser evitada se o programa detapepudesse ser inativado. Em estudo
com ratos, a supressao da deplecdpatds de foliculos imaturos foi obtida com uma
Unica injecdo na bursa ovarianaSghingosine-1-Phosphat2 horas antes da irradiacéo
(Morita et al., 2000). Outro estudo (Paris et 2D02) demonstrou que a protecdo a
radiacdo que ocorre devidoSphingosine-1-Phosphatgio esta associada a propagacao
de danos genbmicos a nivel anatdmico, histolégicmguimico ou citoldgico,
promovendo, assim, credibilidade prospectiva azatjo da droga. Apesar de ser uma
droga promissora na preservacao da funcéo ovagiaizafertilidade apds quimioterapia
e irradiacdo, sua eficacia e aplicabilidade praticehumanos ainda precisa ser testada

(Kim, 2006; Blumenfeld, 2007).

2.2.5 — Congelamento de Embrides

O Unico método estabelecido até o momento e ratimeinte utilizado em clinicas de
reproducao assistida é a criopreservacao de ersbni@s essa opcao requer estimulacao
ovariana, coleta de odcitos e fertilizagaovitro, o que pode levar entre 2-5 semanas.

Assim, 0 atraso no inicio do tratamento quimioter@ppara o armazenamento de
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embribes nao é factivel para algumas pacientesde per, até mesmo, um risco em
alguns tipos de cancer. Mais ainda, esse métoddendser considerado uma op¢do em
garotas pré-puerperais e € freqientemente inaekipr mulheres que ndo possuem
parceiro fixo e naquelas que ndo desejam utiliapenatozéide de doadores (Kim,

2006). Além disso, a estimulacdo ndo deve ser fmitamulheres que apresentam
tumores hormonio dependentes, como o cancer de nagesar de terem surgido novos
protocolos de estimulagdo com o uso do Tamoxiferde e@nibidores da aromatase

(Letrozole), mostrando resultados animadores (Olatyal.,, 2005). Desse modo, o

congelamento de embrides deve ser considerado pomeira opgao na preservacao da
fertilidade em mulheres com parceiro fixo e conpdisbilidade para ser submetida a

pelo menos um ciclo de FIV (Donnez et al., 2006).

2.2.6 — Criopreservacédo de Odécitos Maduros

Outra alternativa é a criopreservacao de oocites,ppde ser utilizada em mulheres sem
parceiro sexual definido e que tenham condicbesedem submetidas a um ciclo de
estimulacdo ovariana antes do inicio da quimiotar@lain & Paulson, 2006). Apesar do
primeiro nascimento ocorrido a partir de odcitoagalados ter sido relatado em 1986
por Chen e das altas taxas de sucesso obtidas coamgelamento de embrides e
espermatozoides, os resultados obtidos, a parki\dapdos odcitos descongelados, eram
ruins, com baixas taxas de sobrevida, de fert#iaagde gravidezes (Sonmezer & Oktay,
2004). Entretanto, a partir de significativa methobtida nas técnicas de congelamento e
descongelamento, houve um pequeno incremento xas ¢& sobrevivéncia de odcitos
congelados/descongelados e até de gravidezes i(Ebrial., 2004). Uma revisado de

estudos realizada em 2004 mostrou uma taxa devsadmeia média de 47%, uma taxa
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de fertilizacdo média de 52,5% e de gravidez paritoddescongelado de 1 a 5%
(Sonmezer & Oktay, 2004). Meta-analise publicada Q@ktay et al. (2006a) mostrou:
taxa de nascimento por odécito descongelado varidedh9 a 2,0%; taxa de nascimento
por odcito injetado de 3,4% e por embrido trandtede 21,6%. As novas tecnologias
adotadas que possibilitaram essa melhoria inclaamento na concentragéo de sucrose,
tempo de descongelamento mais lento e equilibradsoede meios com deplecao de
sodio, além da técnica de vitrificacdo (Donnezlgt2906). Pode ser considerado um

método promissor, mas ainda assim apresenta bakas de sucesso.

2.2.7 — Criopreservacédo de Odcitos Imaturos

Esse método surgiu como uma alternativa ao congeltante odcitos maduros, pois se
acredita que por serem mais indiferenciados, n&syiem um fuso tdo delicado que
possa ser lesado e terem cromossomos protegidosnmrmembrana nuclear, sejam
mais resistentes ao processo. Entretanto, pareceprebleméatico em termos de
sobrevivéncia e maturagdo até metéfase Il. Essedméido sera valido até que a
maturagcdo do odcitds vitro se torne corriqueira (Kim, 2006). Até 0 momenfeeraas

algumas gravidezes foram relatadas na literatura @@so de odcitos imaturos (Wu et

al., 2001)

2.2.8 — Criopreservacéo de Tecido Ovariano

A criopreservacdo de tecido ovariano é a Unica @migponivel para garotas pre-

puberes e para mulheres em que nao € possivetgarsteinicio da quimioterapia. O

congelamento de tecido ovariano foi feito, até ammeto, por trés técnicas: ovario
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inteiro com pediculo vascular, fragmentos do coaeariano e foliculos isolados. Até o

momento, a maioria das pesquisas animais e em lngntamcentra-se em métodos de
congelamento e transplante de fragmentos do cavi@scular, sendo que essa técnica foi
a Unica que possibilitou a ocorréncia de nascingeeim humanos até o momento

(Donnez et al., 2006).

A criopreservacgao de tecido ovariano apresentasigevantagens e traz menos dilemas
éticos. Nesse método, centenas de odcitos imatpooem ser preservados sem
necessidade de estimulagdo. Estes sao menorescepi®s, ndo apresentam zona
peltcida, nem granulos corticais. Realmente, aepvagdo do tecido ovariano através de
congelamento/descongelamento tem se mostrado uesssu@m animais, mas existe
ainda a questdo de como desenvolver esses folicukisiros armazenados no tecido

congelado e permitir a fertilizagao.

Teoricamente, existem trés estratégias que pernotefesenvolvimento dos foliculos:

transplante autélogo/heterdlogo, transplante xeyodéoculturan vitro.

A estratégia mais desejada seria a que permitigbesenvolvimento de um meio que
possibilitasse o crescimento e maturagéoitro, considerando a auséncia de novos
procedimentos cirdrgicos, melhor acompanhamentdedenvolvimento e risco zero de
transmissao de células cancerosas (Shaw et ab).18pesar de ja ser possivel isolar
foliculos primordiais de tecido ovariano humanoo née obteve sucesso na sua
maturacaan vitro. Estudos em ratos nesse sentido SA0 promissaass seesse sucesso
podera ser transportado para humanos, ainda € nodgnita (Sonmezer & Oktay,

2004).
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O Xeno-transplante de tecido ovariano humano eros rahunodeficientes, com o
crescimento e maturacdo de foliculos nestes, mosto essa uma técnica eficaz de
desenvolvimento de foliculos imaturos armazenaduostecido ovariano congelado
(Oktay et al., 1998). Em estudo recente, Kim et(2005) avaliaram a integridade de
od0citos humanos obtidos apds transplante xendlaya patos imunodeficientes e
maturacao in-vitro do complexo cumulo-oocitarioraves de analise imunocitoquimica
de micro-tibulos e DNA, alguns o0citos apresentssaraom anormalidades nucleares e
maturacgéo citoplasmatica. Além disso, a possilakdde infeccdo viral trans-espécies,
além de questbes éticas e de seguranca, aindaempssl uso na pratica clinica (Kim,

2006).

2.3 — TRANSPLANTE AUTOLOGO E HETEROLOGO DE TECIDO

OVARIANO CRIOPRESERVADO

Apesar de diversas tentativas terem sido realizddeente 100 anos, nado foi possivel
proceder ao congelamento de células vivas até queneiro crioprotetor, glicerol, foi

descoberto em 1948 em Londres (Kim, 2006). Assios, anos 50, surgiram diversas
pesquisas a respeito da criopreservacdo e tratespten ovarios. Em 1956, Parkes
mostrou a restauracdo da funcdo enddcrina ap&sptesme autdlogo de ovario em ratas.
Devido a falta de aplicabilidade clinica, esse mi@tde preservacdo da fertilidade ficou
somente no campo das pesquisas por aproximadarBensmos, até que em 1994,
Gosden et al. obtiveram sucesso restaurando &dide em ovelhas apés transplante
autdlogo de tecido ovariano congelado/descongetadmostraram novas perspectivas,

especialmente como estratégia para preservar a@duogariana em mulheres com
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cancer. Dez anos depois, em 2004, foi descritonoero nascimento apds a realizagédo
de transplante ortotopico de tecido ovariano humaorggelado/descongelado de uma

mulher que teve linfoma de Hodgkin (Donnez et21Q4).

2.3.1 — Transplante Autélogo e Heter6logo sem Criogservacdo em Animais

Varios estudos utilizaram o transplante ovariaesdo para diversos sitios anatdémicos,

no intuito de testar a viabilidade funcional dessido.

Um dos primeiros estudiosos foi Parkes (1956), rgaézou transplante de metades de
ovarios de ratas para o tecido subcutdneo das igsopatas. Ele verificou funcéo
enddcrina dos implantes apos 12-13 meses em tede® ratas submetidas a transplante

autologo.

Deanesly (1956), em um trabalho realizando o magmade transplante subcutaneo de
tecido ovariano em ratas, mostrou evidéncia higto¥dde ovulacdo em 31 das 38 ratas

submetidas a transplante autélogo.

O trabalho mais importante nessa época foi o dengaat al. (1967), que desenvolveu
um estudo com 14 ovelhas realizando transplanteamvaautélogo com reanastomose
vascular para a regido cervical. Eles mostraranerdedvimento folicular, através de
histologia, em 3 animais, comportamento estral eamifhais, secre¢cdo espontanea de

progesterona em 4 animais e ap0s o uso de gonhdasrem mais 1 animal.
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Durante as décadas de 60, 70 e 80 os estudos uwamatin, sendo que quase todos
mostram evidéncias de retorno da funcdo ovariarsar@B, 2000). Nos anos 90, os

estudos se intensificaram com os diversos trababiweborando o sucesso da técnica.

Dissen et al. (1994), em um experimento com rasdizaram transplante autélogo de
ovario fresco, sem reanastomose vascular, parayidoreervical, proximo as veias
jugulares. Os autores verificaram revascularizgg@busa em 48 horas e controle da

secrecdo de gonadotrofinas em uma semana apdsspléate.

Tobias et al. (1994) verificaram, através de unudestcom ratas, os efeitos do
transplante ovariano na perda 6Ossea apods ooforect@ds transplantes levaram ao
retorno dos ciclos estrais na quase totalidadeadas transplantadas e o volume do 0sso

trabecular nao diferiu do grupo controle.

Von Eye Corletta et al. (1998) verificaram produgdtrogénica estral em 8 de 9 ratas
submetidas a transplante subcutadneo autélogo d@amteiro fresco e em 8 de 9 ratas
submetidas a transplante de fragmentos de tecidoaoo frescos, para o0 mesmo sitio.
No grupo onde o ovario inteiro foi transplantadoram encontradas, a histologia,
alteragbes isquémicas significativas em 6 dos 9lam@s e no grupo onde foi

transplantado fragmento de tecido ovariano, emagpéros 9 implantes.

Barros et al. (2001) demonstraram que transplardagano autdlogo, sem reanastomose
vascular, em peritdnio de ratas castradas, restauceclo estral desse animal e o
desenvolvimento folicular adequado. Ha fortes ewitis da ocorréncia de ovulagdo nos

implantes, demonstrando a viabilidade dos tecidesrianos reanastomosados sem
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anastomose vascular, em superficie peritoneal. lAgimca disseram que este seria um
procedimento de grande valia, uma vez que a csepracao ovariana se tornava um

procedimento com metodologia bem estabelecida.

Novamente em nosso meio, Alberti et al. (2002) stud® conduzido com ratas Winstar
concluiram que o implante autdlogo de ovarios dasano omento maior mantém a

funcdo enddcrina ovariana preservada, avaliadatia gpa esfregacos vaginais.

O mesmo grupo em 2006, mas agora em estudo commosp@hostrou que o transplante
alogénico ortotdpico de ovarios inteiros ou fragtadas sem pediculo vascular preserva

a funcdo enddcrina ovariana e a fertilidade (Patioiet al., 2006).

Yang et al. (2006) utilizaram modelo experimental mtas para avaliar qual o melhor
local para transplante de tecido ovariano (bursaiawa, capsula renal e subcutaneo).
Todos os sitios levaram ao desenvolvimento de éedbre taxas comparaveis de
implantacdo, entretanto ha influéncia destes no endne qualidade dos odcitos

produzidos.

Um caso de gravidez apdés transplante de tecidoaovafresco em macaca (Lee et al.,
2004) foi descrito. Tecido ovariano fresco foi splantado heterotopicamente para sete
macacas rhesus, seus o0citos foram coletados #izdelds e quatro embrides
transferidos para quatro diferentes receptoras. D&s sitios heterotdpicos (braco,
abdome e rim), a parede abdominal foi a que mostromelhor desenvolvimento

folicular.
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2.3.2 — Principios da Criopreservacéo

Para se manterem viaveis ap6s longo periodo deaggm, as células vivas devem ser
colocadas num estado de inativagdo, no qual podemmamecer durante um longo
periodo e do qual podem ser trazidas de voltavadatie em algum ponto no futuro. A
temperatura normalmente utilizada para estocageoéldéas em mamiferos é — £@5

gue corresponde a temperatura do nitrogénio liqN@ssas baixas temperaturas, a agua
existe apenas no estado soélido e ndo ha conhecidergualquer reagéo bioldgica (Jain

& Paulson, 2006).

Considerando que os tecidos bioldgicos se enconteatemperatura de 37 e nenhuma
atividade bioldgica ocorre na temperatura de %C960s maiores danos durante a
criopreservacdo encontram-se durante as transigbesnperatura: no congelamento até

-196°C e no descongelamento até@7

Quando a 4gua é levada a temperaturas menoreguypersto de solidificacdo, ocorre a
formacdo de estruturas cristalinas, conhecidas agefm e, considerando que o gelo é
menos denso que a agua, ele ocupa um maior voluaralq é formado. Assim, quando
o liquido adjacente as células se solidifica, sxy@apséo leva a aumento da presséo e
compressdo de organelas intracelulares, podendsarcaonsideravel dano. Portanto,
evitar a formacgao de cristais de gelo parece sedasprincipais objetivos para permitir

a criopreservacao.

A medida que ha a transformacédo de liquido par@lcsobs solutos dissolvidos no

liquido sdo excluidos do estado sdlido, diminuiraksim, o ponto de solidificacédo do
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restante da solugdo ainda ndo congelada. E quaaitartemperatura cai e o gelo se
expande, maior se torna a concentracdo de elefrGdit outros solutos. Essas altas
concentracbes podem ser extremamente toxicas dsirn@® intracelulares e, assim,
evitar a formacdo dessa solucdo seria outro objepira permitir o sucesso da

criopreservagao.

Ja durante o descongelamento, o gelo derreteibera hgua, levando a um decréscimo
da osmolaridade da solugdo em volta. Quando o dgstamento € lento, corre-se o
risco da agua que se descongela recristalizar,andasnovos danos. J4 quando o
descongelamento é rapido, a queda brusca na pressé@xica extracelular pode levar a
rapidas mudancas na agua intra e extracelularndeva distensdo e danos sobre esta
(Choque extracelular). Esse seria o terceiro pno@la ser evitado para obter sucesso na

criopreservagao.

Assim, a simples imersédo de tecidos no nitrogéigjoido ndo possibilita sucesso na
criopreservacdo. Todos os métodos possiveis devédar as trés questdes levantadas
acima e, até o momento, todas as técnicas dispsnitiizam os crioprotetores como

adjuvantes para evitar o dano celular.

Os crioprotetores permedaveis (Propileno-glicol,lerti-glicol, glicerol e dimetil-

suféxido), ao adentrarem as células, formam paeesidrogénio com as moléculas de
agua, prevenindo a formacdo de cristais. Em batoasentracdes, eles diminuem a
temperatura de congelamento. JA em altas concéesiagles inibem a formacéo dos
cristais de gelo e permitem o desenvolvimento deestado sélido chamado vitrificado,

no qual a agua é solidificada, mas néo se exp&tée disso, eles também protegem as
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células das altas concentragfes intracelularesoll#os, pois eles permanecem na
solucao, efetivamente diluindo os eletrdlitos reesaentes (Jain & Paulson, 2006). Esse
efeito se baseia na regra que diz que, num sistemaduas fases (liquido e soélido)

numa dada pressédo, a concentracao total de s@ui@sa liquida é constante para uma
dada temperatura (Friedler et al., 1988). Assimaedlida que a agua se solidifica, a
solucdo remanescente vai conter progressivamenteanaoncentracdes de eletrdlitos e
crioprotetores e, como essa concentracdo deveesgire constante, quanto maior a
concentracdo de crioprotetores, menor a de elesolDesse modo, a presenca do

crioprotetor na solugdo efetivamente dilui os éléts e diminui sua toxicidade.

Ja os crioprotetores impermedaveis (sacarose eldselaagem sugando o excesso de
agua intracelular, levando a desidratagcdo da cd@ulguando em conjunto com o0s
permeaveis, aumentando a concentragdo desses dlltim@spaco intracelular. Além
disso, eles desempenham importante papel durackescongelamento. Durante esse
processo, a agua gerada pelo derretimento do gehinud a pressdao osmotica
extracelular. O choque extracelular pode ocorray sgoprotetor intracelular ndo puder
se difundir rapido o suficiente para prevenir ouwafl de &gua, o0 inchagco e
conseqlentemente a ruptura da célula. Assim, a riaaidos protocolos de

descongelamento utiliza um crioprotetor ndo perrlgdara evitar que isso ocorra.

O método de congelamento lento, inicialmente, aailibaixas concentracdes de
crioprotetores enquanto as células ainda estdomperatura ambiente e possuem
metabolismo e isto esta associado a menor toxieidddin & Paulson, 2006). Geber et
al., (2002) descreveram a seguinte técnica parautierada durante o processo de

congelamento lento utilizando uma maquina de camgehto: inicialmente, a
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temperatura deve ser reduzida ef® Dor minuto até atingir a temperatura déC;9
guando deve ser realizadoseeding(formacdo de gelo extracelular com entrada do
crioprotetor)e a temperatura mantida por 10 minutos. Em segaglegsmpas deveréo ser
de: 3C por minuto até -fiT e 16C por minuto até atingir -14Q, quando os tubos
serdo levados para aoacks e inseridos em nitrogénio liquido a -286 Durante o
descongelamento, uma rapida transicdo de temparatalesejavel com o objetivo de

prevenir a recristalizacdo da 4gua que poderipaencialmente danosa a célula.

2.3.3 — Congelamento de Ovérios

A criopreservacdo do tecido ovariano através daidacde congelamento lento e
descongelamento rapido tem obtido melhores resdtads Ultimos anos, mas ainda nao
€ o ideal. Ao contrario do congelamento de célutlasas, o congelamento de tecido é
muito mais dificil, visto que ha uma grande quaadi de diferentes células (Kim,
2006). O maior dano que ocorre durante o processiménacao intracelular de cristais e
aumento da concentracdo de sais e, normalmendsgaem que isso ocorre é durante o
congelamento entre -10 e -40C. Newton et al. (1996) postularam que, com o dlgjet
de diminuir a injaria, a taxa de congelamento daveer rapida o suficiente para
diminuir a exposicao das células a altas concaiggiptracelulares de eletrdlitos e lenta
o suficiente para desidratar as células e evitbormacdo de cristais. A escolha do
crioprotetor com a maxima permeabilidade e minioxécidade e potencial de formacgéo
de cristais deve ser especifico para cada célie e tecido (Fuller & Paynter, 2004).
De acordo com Hovatta (2005), o método padrédo pariopreservacdo de tecido
ovariano deve ser o congelamento lento e programadodo meio contendo albumina

humana associado ao propanediol, dimetilsuféxidetdeno-glicol como crioprotetor e
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combinado ou ndo a sucrose. Com essa metodolagmelaores taxas de sobrevivéncia
de foliculos obtidos de tecido congelado tém ficadotorno de 70 — 80% (Newton et

al., 1996).

2.3.4 — Criopreservacédo de Tecido Ovariano e Trankmte Autélogo e Heterdlogo

Os pioneiros no transplante ovariano pos criopvaes@o demonstraram a capacidade de
preservacdo dos foliculos levando a restauracdongdo ovariana endocrina e fertil. E,
apesar dos primeiros esforcos na realizacdo depeaguisas, a técnica de
criopreservacao foi abandonada até os anos 199@odeValta de crioprotetores efetivos
e maquinas automatizadas de criopreservacdo. [Ruosnanos 60 o Unico crioprotetor
disponivel era o glicerol, que ndo se mostrou \adefiara congelar ovarios (Akar &

Oktay, 2005).

Deanesly (1954), realizando transplantes heteréldganetades de ovarios de ratas de 7
dias para o subcutaneo de ratas adultas ooforezddas, sem reanastomose vascular,
mostrou, através de citologia vaginal funcionaleskx, o retorno do ciclo estral em torno

de 15,7 dias para os fragmentos congelados 8G-pt& uma hora, e de 12,4 dias para 0s

fragmentos nao congelados.

Green et al. (1956), realizando transplante subeatautélogo de tecido ovariano em 90
ratas, fresco e apds congelamento, estudou o nudeemdicitos nos implantes com
intervalos de 2, 4, 6, 8, 10, 20 e 30 dias apdarsplante. Foram encontradas diferencas
significativas, variando de 260 a 610 odcitos ngpgronde se utilizou tecido ovariano

fresco e de 13 a 46 od6citos no grupo onde seauiliecido ovariano apds congelamento.
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Harp et al. (1994) verificaram 75% de retorno digdade, em camundongos, apos
transplante de tecido ovariano submetido a congmitona — 19% e utilizando o
dimetilsulféxido (DMSO) como crioprotetor, resultademelhante ao verificado com o

transplante de tecido ovariano fresco, do gruparokmn

Cox et al. (1996) obtiveram 100% de restauracaoafi@idade de camundongos adultos
ooforectomizados, apds transplante de tecido owarichomélogo (fetos de

camundongos) congelado.

Guanasena et al. (1997) obtiveram gestacbes ems a2 fémeas de camundongos
submetidas a transplante autélogo de ovéario fresem 8 das 11 fémeas submetidas a
transplante aut6logo de ovario apds congelamergdradsplantes eram realizados para

a propria bursa ovariana, sem reanastomose vascular

Candy et al. (2000) transplantaram ovérios fregcosngelados de camundongos. Doze
das 13 camundongos fémeas que receberam ovarico fieslO de 12 que foram

transplantadas com ovarios congelados recuperardumg@o ovariana, demonstrada
através de ciclicidade estral na citologia vagieatortes histoldégicos dos ovarios,

mostrando que a criopreservacao nao afeta a \dabtldido tecido ovariano.

Liu et al. (2000) mostraram que é possivel a mefirade foliculos primordiais de
camundongos através de uma combinacao de trarsplanaturacdm vivo e culturain
vitro. Apdés 2 semanas do transplante, 26 fragmentov@®doram recuperados, dos

guais quatro foram submetidos a analise histolégicenostraram desenvolvimento
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folicular normal. Os outros 22 fragmentos foramlizados para o isolamento de

foliculos pré-antrais, que se mostrou factivel.

Shaw et al. também em 2000 mostraram que é possselurar a fertilidade apés

transplante de tecido ovariano descongelado pabarsa de camundongos fémeas
previamente ooforectomizadas. Todas as fémeasptamtadas apresentaram ciclos
estrais regulares. Quatro delas ficaram gravidas agrem colocadas junto com machos

e todos os recém nascidos eram aparentemente sormai

Em 2001, novamente Liu et al. publicaram estudotrando a maturacam vitro de

odcitos imaturos captados a partir de foliculosedeslvidos em fragmentos de tecido
ovariano criopreservado transplantado em camundon@p transplante de tecido
ovariano congelado foi feito na capsula renal dasraApds o crescimento inicial de
foliculos primordiais e coleta dos odcitos que foranaturados, foi realizada a
fertilizac&oin vitro dos mesmos. Setenta e cinco por cento dessesSaitilizaram e,

destes, 79,7% progrediram até o estdgio de blattpcgque foram transferidos e

resultaram em nascimentos.

Lee et al. (2005), utilizando tecido ovariano freegccongelado, realizaram transplante
autdlogo para o subcutaneo de camundongos. Ambtarsplantes sobreviveram em

14 de 16 ratas, sendo morfologicamente normaisterdo foliculos em todas as fases
da foliculogénese. Um total de 73% de foliculosdos e 62% de congelados sobreviveu
apos o transplante. Dezesseis ratas foram submetidaperovulacdo, obtendo-se 56

oocitos de foliculos antrais retirados de tecidar@ano congelado e implantado no
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subcutaneo. Quatorze odcitos encontravam-se enfasetd, seis foram fertilizados e

dois progrediram até blastocisto.

Gosden et al. (1994), em um estudo com ovarios dahas, mostrou que a
criopreservacdo é possivel em espécies de maite. porcamada cortical dos ovarios
direitos de 6 ovelhas foi cortada em pequenassfasando que duas fatias foram
implantadas imediatamente para o pediculo ovaudineito e as restantes congeladas a —
1960 C, utilizando o dimetilsulfoxido como criopetir. Duas fatias descongeladas
foram auto-transplantadas para o pediculo ovaeanaerdo, apds 3 semanas quando era
realizada a ooforectomia contralateral. Os nivéigcges das gonadotrofinas foram
varidveis, mas permaneceram abaixo dos niveis tleamn castrados. A primeira
ovulacdo ocorreu cerca de quatro meses ap0s oplmates Duas das seis ovelhas
apresentaram gesta¢fes que evoluiram até o teemo sima proveniente de implante

de tecido fresco e outra proveniente do implanteedeo apos congelamento.

Salle et al. (1998) mostrou desenvolvimento nomealoliculos em fragmentos corticais
de ovérios de 6 ovelhas, auto-transplantados pdrdooovariano contra-lateral, apds
congelamento. Foliculos primordiais até os estégisais foram encontrados na analise

histolégica, em 5 dos 6 implantes de tecido ovarepos o congelamento.

Baird et al. (1999), continuando o estudo de Goseleml. (1994), investigaram a
sobrevivéncia de tecido ovariano congelado/desdadgee transplantado, de ovelhas,
por um periodo de aproximadamente 2 anos. Apd&f@emtomia e o transplante do
fragmento congelados/descongelados, as concendrat@®e-SH (Hormoénio foliculo-

estimulante) e LH (Horménio luteinizante) aumentarauito por aproximadamente 14
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semanas antes de cairem para niveis normais e rpmemalo por mais ou menos 60
semanas. Entre 10 e 13 meses apos o transplags, a8 ovelhas tiveram 5-10 ciclos
estrais regulares e similares aos do controle. i¢da Iutea foi avaliada através da
dosagem de progesterona que se manteve normalldpaseses do transplante. A
concentracdo de inibina A, medida 22 meses apoOsooegimento, encontrava-se
significantemente menor que no grupo controle. Foako transplantes continham, apos
22 meses, grandes foliculos antrais e cistos, ppasas uma pequena quantidade de
oocitos. Concluiram que, apesar da dréstica redugaaimero de foliculos primordiais,
a funcdo enddcrina ovariana manteve-se preserygdacatransplante de tecido ovariano

congelado.

Aubard et al. (1999) avaliaram a funcdo de fragogerde ovéarios congelados e
descongelados que foram transplantados para sitil@éopicos (corno uterino) e
heterotdpicos (subcutaneo) de ovelhas. Odcitos dibis tipos de transplante foram
coletados, maturados e fertilizados. O crescimésitcular se deu normalmente, sendo
gue foliculos pré antrais foram encontrados apésmanas e antrais apos 10 semanas.
Apesar da maioria das ovelhas ter voltado a memstnenhuma delas engravidou
espontaneamente. Sete meses apo6s o transplantes ainda puderam ser coletados
dos dois sitios, maturados e alguns deles feditigaO mesmo grupo, em 2001, obteve
desenvolvimento de blastocisto apés FIV de odéatmsrados de transplantes ovarianos

de ovelhas (Akar & Oktay, 2005).

Em 2003, Salle et al. publicaram os resultadosedmisento de transplante de tecido

ovariano autélogo congelado em ovelhas. Houve omasto de 6 ovelhas a partir de 4
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gravidezes. Concluiram que ha manutencdo da dedii por um longo periodo apos o

transplante, apesar de uma drastica reducao noradatal de foliculos.

Em uma revisdo de estudos experimentais com ovgbudticados sobre este assunto,
Baird et al. (2004) observaram significante aumemdo propor¢cdo de foliculos em
crescimento, variando de menos de 20% antes doel@ngnto a mais de 70% no
sétimo, 30° e 60° dias ap6s o descongelamento. cDelaa com esses autores, 0
recrutamento massivo de foliculos primordiais, qambém ocorre em culturas de
fragmentos, sugere a perda de algum mecanismadinibregulando os niveis de FSH.
Apds o auto-transplante, o numero de foliculosagte a secrecdo de inibina A se
encontram reduzidos, resultando no aumento dossrbasais de FSH, que poderia levar
a um recrutamento massivo, embora se saiba queestggo inicial da foliculogénese
pode ocorrer na auséncia de FSH e LH. Os autolamnem o nascimento de Varios

carneiros e o funcionamento dos implantes por uioge de até 2 anos.

Diversos estudos foram também realizados em oatnowais. Almodin et al. (2004)

realizaram seu estudo em coelhas e demonstrarampagidade de retorno a fertilidade,
apos ooforectomia unilateral e criopreservacaoiavar Obtiveram gravidez espontanea
11 meses apos a esterilizacdo do ovario contralgier meio de radioterapia e implante

de fragmentos descongelados sobre esse ovario esogmte.

2.3.5 — Transplante Autélogo Criopreservado em Humeos

Uma vez que o tecido ovariano foi congelado, eldepeer transplantado de duas

maneiras: Ortotopico — colocando o ovario ou fragioe de ovario na fossa ovarica
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préximo ao ligamento infundibulo-pélvico; Heteratip— implantando o tecido para o
tecido subcutaneo. Uma gravidez espontanea poalgcamente, ser obtida quando do
transplante ortotopico em uma paciente com tronpgagias. No caso do heterotépico,
guando os fragmentos sado inseridos no subcutarexoatia fascia braquioradial ou no
abdome abaixo da fascia do musculo reto, a gra\ddegera possivel através de FIV

(Akar & Oktay, 2005).

2.3.5.1 — Ortotdpico

Em teoria, uma gestacdo natural pode ser obtidan@io de transplante ortotopico de
tecido cortical ovariano congelado/descongelads,casos em que as tubas permanecerem

intactas.

Em 2000, Oktay & Karlikaya reportaram um transpdamta laparoscopica de tecido
ovariano congelado/descongelado para a paredecadhtieral, em uma paciente de 29
anos de idade, que havia sido submetida a oofonétbilateral por patologia benigna.
Fragmentos do tecido ovariano criopreservado fadastongelados e transplantados. A
paciente teve seu tecido ovariano estimulado pdo e gonadotrofinas apés 15 semanas
e novamente depois de 10 meses. O desenvolvim@itolér foi demonstrado pela ultra-
sonografia e a ovulacdo ocorreu em resposta a &lragéo de horménio gonadotrofico

humano (HCG).

O segundo caso de transplante ortotopico foi mdafzor Radford et al. (2001) e foi
realizado em uma mulher de 36 anos com linfoma, Hwe seu ovario direito

criopreservado antes da realizacdo de quimioterdpgzenove meses apos, com a
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paciente em menopausa, dois fragmentos de teci@dmiane descongelado foram
transplantados para a fossa ovarica direita e sobogario esquerdo. Cinco meses
depois, o estrogénio atingiu 352 pmol/l e a ulwasgrafia revelou foliculo 20 mm e
endométrio 10 mm. Mais dois meses e a paciente apfiesentava mais sintomas
climatéricos. Posteriormente, (nove meses apOsmplante), o FSH e LH retornaram

aos niveis pré-transplante (73 Ul/l e 108 Ul/lpexdivamente).

O nascimento do primeiro bebé apds transplanteedielat ovariano congelado em
humanos foi relatado por Donnez et al. em 2004yrRemtos de tecido ovariano de uma
paciente com linfoma Hodkgin, que seria submetidguenioterapia e radioterapia,
foram criopreservados. Quatro anos apos o fim dtartrento, os fragmentos foram
descongelados e implantados em uma janela perifoogada adjacente ao ovario
direito. A paciente engravidou espontaneamentest&xentretanto, a possibilidade dessa
gravidez ter se originado de um odcito que ovulouodario remanescente e ndo do

tecido transplantado (Oktay & Tilly, 2004).

No ano seguinte, Meirow et al. (2005) relataraneguado caso de nascido vivo, apés
transplante ovariano criopreservado em humanosimerpaciente com faléncia ovariana
prematura, apds quimioterapia. A paciente menstapms 8 meses, e um aumento na
dosagem de Hormonio anti-mulleriano e inibina Bidgachm a presenca de foliculos em
crescimento e ovulacdo. Apés um ciclo de FIV, unbmio de 4 células foi transferido e

a gravidez atingiu o termo.

Também em 2005, Schmidt et al. apresentaram oladssl de trés casos de transplante

de tecido ovariano para a cavidade peritoneal,ipréoxio sitio natural ovariano. Todas as
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trés pacientes com ovarios transplantados tiveretorno da funcdo enddcrina ovariana
confirmada pelo retorno dos ciclos, pela preseigiael de foliculos pela ultra-sonografia
e pelos niveis hormonais normais. Dois embrideanfioobtidos de trés odcitos coletados

em metéfase Il, mas ndo resultaram em gravidezapassferéncia embrionéria.

Em 2006, Demeestere et al., utilizando transplamtetopico e heterotopico, obteve
gravidez clinica em uma paciente. Tecido ovariaiapreservado de uma mulher de 29,
anos tratada previamente com transplante de méda&a apos doenca de Hodgkin, foi
transplantado para o ovario, para o peritonio @ patecido abdominal subcutaneo. Os
marcadores de reserva ovariana foram se normabzamas 5 meses. Seis ciclos naturais
foram acompanhados e a paciente engravidou dumargexto, mas abortou apés 7
semanas de gestacdo. Essa paciente continuownecsepanhada pelo grupo e, um ano
apos o primeiro transplante, um aumento no FSHadiminui¢cdo nos niveis de inibina
B sugeriram deterioracdo dos fragmentos (Demeestee 2007). Um novo transplante
ortotépico e heterotopico foi entdo realizado: dmgmentos de ovario foram suturados
no ovario remanescente e mais dois no tecido sameatabdominal. A partir do
terceiro ciclo, o FSH retornou para valores abai®ol0 Ul/l e durante o quinto, 2
foliculos de 15 m cada foram observados no locawdwio remanescente. Um exame de
gravidez positivo no 14° dia da fase lUtea e battose cardio-fetais a ultrassonografia
(US) confirmaram a gestacéo. Esta transcorreu séencorréncias e a paciente pariu

uma menina saudavel com 41 semanas de gravidez.
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2.3.5.2 — Heterotoépico

Ainda ndo se conhece a longevidade dos fragmemtdscitio ovariano e, desse modo,
repetidos transplantes podem ser necesséarios ganaitip a manutencdo da funcgéo
ovariana. Desse modo, o transplante heterotopicdose mais factivel evitando

repetidos procedimentos invasivos e anestesiasrmando o acompanhamento e a
captacdo de odcitos mais facil. Entretanto, air@ta se conhece o melhor sitio para o
transplante e o grande desafio é conseguir obteitosomaduros e saudaveis (Kim,

2006).

O primeiro caso de transplante de tecido ovariaagnfientado para o subcutaneo foi
descrito por Oktay et al. (2001a) e foi realizaso ema paciente de 35 anos com
carcinoma cervical estadio IlIB e que foi submetaaadioterapia pélvica. Apés 10
meses do transplante, a ultrassonografia realizamdrou foliculo dominante 15 mm e
guatro foliculos antrais, enquanto que os niveid-8&l e LH entre 120 e 227 dias

ficaram em torno de 8,6 Ul/l e 12,8 Ul/I, respeatnente.

Kim et al. (2004) realizaram transplante heteratdpte tecido ovariano em trés
mulheres com céancer de colo uterino. Das duas qieewveram, observou-se

restauracdo da funcéo ovariana ap0s 14-18 semarteandplante e essa funcdo normal
vem se mantendo desde entdo, apesar de novosldraespterem sido necessarios. O
FSH basal em 2005 encontrava-se abaixo de 10 Wif,( 2006). Os autores

investigaram qual o melhor sitio para o transplamtgiram que houve uma maior
frequéncia de foliculos dominantes quando o tramépl foi feito para a parede

abdominal, em comparacdo com mama e coxa, alénerdpossivel ocorrer ovulagcao
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espontanea. O grupo ja conseguiu coletar cincotagonaduros a partir do implante

abdominal e um do implante na coxa.

Oktay et al. (2004) conseguiram obter um embrido4deélulas, apds transplante
heterotopico de tecido ovariano criopreservadorda mulher de 36 anos com cancer de
mama. Essa paciente havia sido submetida a masiaatoesvaziamento axilar bilateral,
além de ter recebido quimioterapia 6 anos antgsadente teve todos os sintomas do
climatério e a menopausa ap0s a quimioterapias MeEses apds o transplante, a mulher

voltou a apresentar funcéo ovariana e 00citos caraeta ser coletados.

Wolner-Hassen et al. (2005) relataram o transpldetéecido ovariano criopreservado
para o antebrago. Apenas dois foliculos desenwaniver o tecido sobreviveu por apenas
7 meses. Os autores alertam sobre o risco de e&pogitemperatura baixa, pressdo alta

e trauma para os fragmentos transplantados pardacotsineo.

Rosendahl et al. (2006) publicaram o caso de uraidgz bioquimica, ocorrida apés
transplante ovariano heterotépico de tecido cregmeado. Uma paciente de 28 anos de
idade, cujos ovarios foram criopreservados previgen@o tratamento quimioterapico
para linfoma de Hodgkin, teve fragmentos descodgslaimplantados no ovario
remanescente, na parede pélvica e numa janelaer@adetroperitdnio. A mulher voltou
a apresentar secrecdo hormonal e foliculos desamaoh-se nos trés sitios. Os foliculos
gue se desenvolveram no retroperitbnio foram adperadiversas vezes. Realizou-se
Injecéo intracitoplasmatica de espermatozoéides|fl8& oOvulos coletados e embrides
foram transferidos. Em uma dessas situacoes, ® desgravidez ficou positivo 14 dias

apos a transferéncia. Entretanto, gravidez clingafoi detectada.
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Apesar de todos esses esfor¢os, até 0 momentoon&e henhum relato de nascido vivo
de tecido ovariano criopreservado transplantaderbipicamente, o que pode ser
atribuido ao fato dos foliculos nunca atingirem snalo que 15 mm. Esse
desenvolvimento folicular limitado pode ser devaldiferentes temperaturas e pressées
gue os foliculos sdo submetidos no subcutaneodguaomparado a cavidade abdominal

(Donnez et al., 2006).

2.3.6 — Transplante de Ovario Inteiro com Reanastoase Vascular

Outra estratégia que vem sendo estudada é o wmatspHo ovario inteiro com
reanastomose vascular. Através desta técnica, ed#éluxo sanguineo imediato para o
orgao transplantado, minimizando a injaria causpela isquemia, que pode levar a
diminuicdo da reserva folicular e consequente sadgiedo tecido. Wang et al. (2002a)
descreveram o sucesso que obtiveram com essaaémicatas quando congelaram a
parte superior do Utero, o oviduto, 0 ovario com wascularizacdo e depois realizaram o
transplante com anastomose vascular. A fungao dafwm normal foi restabelecida em

4 de 7 (57%) animais, sendo que um engravidou.

Apesar do sucesso obtido em ratos, o congelamentovdrios inteiros de grandes
animais ainda permanece como um desafio devidbcalldade de difusdo adequada do
crioprotetor em grandes massas de tecido e aany@scular causada pela formacao
intravascular de gelo. Seguindo este raciociniojaBey et al. (2003) relataram a
restauracdo da funcdo ovariana ap0s auto-transpdendvarios intactos de ovelhas com
anastomose vascular. Entretanto, deve-se resgaka?7% dos ovarios foram perdidos

durante dollow-up devido a eventos tromboticos no pediculo vas@ardastomosado.
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Mais recentemente, Imhof et al. (2006) demonstrayaeo auto-transplante de ovarios
inteiros de ovelhas com anastomose vascular podar la gravidez. E mais
surpreendente € que, em seis dos oito ovariosasssvestavam livres de trombos e a

estrutura do estroma ovariano encontrava-se intapts 19 meses do procedimento.

Estudos em humanos ja vém sendo realizados, imelgsim a adocao de protocolos de
congelamento. Martinez-Madrid et al. (2004) deseram o processo de criopreservacao
e transplante de ovério inteiro com pediculo vascd mostraram sobrevivéncia

folicular de 75% e estrutura histolégica normaltr&ianto, até o momento, ainda ndo ha

relatos de nascimentos ou gravidezes na literatura.
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3 - OBJETIVO

Verificar a viabilidade funcional hormonal do traptete ovariano autdlogo para o
peritdnio de ratas, apés o congelamento e desamngalo, através de citologia

vaginal seriada e estudo histolégico dos fragmeseosvarios transplantados.
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4 — METODOLOGIA

4.1 — DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental descritivo gtikzou ratas albinas da raca

Holtzman, nuligestas, com idade e peso aproximados.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica enefirgntacido Animal (CETEA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),/G®1(ANEXO A). A
abordagem dos animais foi feita de acordo com @swendacdes da Declaragéo de

Helsinque e com as Normas Internacionais de Protgé Animais (Cooper, 1985).

As ratas foram fornecidas pelo Biotério Central Eiculdade de Medicina da
UFMG, onde também foram mantidas em regime de doaf@ldo, de 12/12horas
com &agua e racdo (Nuvilab®y libitunT, permanecendo acomodadas em gaiolas

semelhantes aquelas em que ja se encontravam antes.

4.2 - AMOSTRA

As ratas foram divididas em 3 grupos e os anin@@anfi operados em conjuntos de
6, todos pertencendo a mesma ninhada, sendo Zgdaaum dos grupos de estudo,
de forma aleatéria. Desta maneira, os trés grupocemf emparelhados quanto a
habilidade do cirurgido, no decorrer do experimentao tempo decorrido entre a

cirurgia e o inicio da realizac¢édo da citologia vadifuncional.

1 A vontade.
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4.3 — METODOS

4.3.1 — Procedimento Cirargico

Os procedimentos cirtrgicos foram realizados naébim central da Faculdade de
Medicina da UFMG. As ratas eram retiradas uma a dagaiola e submetidas a

cirurgia, conforme indicado para cada grupo dedestu

Os animais foram submetidos a analgesia e anest@siaa associacdo de xilazina
(10mg/kg) e ketamina (60 mg/kg) por via IM (intrasoular). Apés tricotomia e

antissepsia do abdomen com iodo (PVPI) solugddbden realizou-se uma incisao
mediana infra-umbilical, de cerca de 3 centimetm®n abertura da cavidade

peritonial, na linha média e identificacdo dos osraterinos (FIG. 1).

YA R O

FIGURA 1 — Laparotomia com identificacdo dos coratesinos

Nas ratas do grupo | (Ooforectomia, n=20), os @g&iioram dissecados de sua bursa

e ressecados bilateralmente, apés a laparotontta 2yl
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FIGURA 2 — Ovérios ressecados bhilteralmente

Nas ratas do grupo Il (Controle, n=24), realizou-senplesmente, a inspecéo

bilateral dos ovarios, apos a abertura da cavigad®neal (FIG. 3).

FIGURA 3 — Inspecéao bilateral dos ovarios

Nas ratas do grupo Il (Transplante, n=23), os dwerios foram dissecados de sua
bursa e ressecados bilateralmente, seguido de leomgy@o e descongelamento de
metade de um dos ovarios ap6s 10 dias e posteaiospiante para a superficie

peritonial, a esquerda do feixe vasculo-nervosgaspiico.
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As ratas que foram alocadas nesse grupo foramifidadas por meio de pequenas
incisbes (x 0,5 cm) nas orelhas das mesmas. Na@eatamero 1, fez-se uma incisdo
Unica na orelha esquerda; na de numero 2, duake namero 3, trés incisdes. A rata
de numero 4 foi identificada com uma incisdo Umaabrelha direita, a de nimero 5
com duas e a de numero 6 com trés incisbes nessmanerelha. Essas

identificacGes foram realizadas ap0s cada procedoy@rurgico de cada rata, antes

que elas saissem do estado anestésico em queoséravam.

Apés a realizacdo dos procedimentos, efetuou-sgasem plano Unico, através de
sutura continua simples, com fio de nylon 3-0. Depsso, as ratas eram observadas
até o seu restabelecimento (movimentacao, deandtmuéaalimentagéo). Esse periodo
nunca foi superior a 15 minutos. Sé entdo eramlgeadas, com as demais de seu

grupo, nas respectivas gaiolas.

4.3.2 — Congelamento e Descongelamento dos Ovarios

Os ovarios removidos (FIG. 4) foram colocados enionte cultura tamponado
(Hepes buffered - Earle’s Balanced Salt Solutian) tabosEppendorfnumerados,
em gelo, para transporte. O ovarios foram entapapaelos para o congelamento,
através da retirada de toda gordura peritonealrieopariana e sec¢cdo em duas
metades. Foi realizado o congelamento de apenasiasnmetades de cada ovario.
Cada fragmento foi lavado por trés vezes em meiouttara tamponado contendo
10% de substituto sintético de soro (SSS — Irvind&tados Unidos da América -
EUA) e entdo colocado em criotubos contendo um meldinal de 1,8 ml de

crioprotetor dimetilsulfoxido (DMSO SigmaAldrich® - EUA) 1,5 Molar, acrescido
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de 10% de SSS. Os criotubos foram identificados @aamesma marcacao dos tubos
Eppendorfque continham os ovarios previamente. Em segtodam colocados em
uma maquina de congelamentoRYO 10 - Planer — EUA) para a realizacdo do
procedimento, seguindo-se o protocolo lento, priameeénte descrito por Newtat

al. (1996). Inicialmente, a temperatura foi reduzida2C por minuto até atingir a
temperatura de °€, quando foi realizado seeding e a temperatura foi mantida por
10 minutos. Em seguida, as rampas foram @&:@r minuto até -4C e 16C por
minuto até atingir -14C, quando os tubos foram levados paraasks e inseridos
em nitrogénio liquido a -196, onde foram mantidos por 10 dias (Geber et al.,

2002).

\

FIGURA 4 — Ovarios ressecados

O descongelamento de cada fragmento de ovariceédizado individualmente na
manha do transplante seguindo protocolo rapido {blewt al. 1996): os tubos

foram colocados em banho-maria a temperatura %@ Bgar 3 minutos em agitagao.
O tecido ovariano foi, entdo, exaustivamente lavadomeio de cultura tamponado.

Os fragmentos descongelados foram colocados detdgraum tubo numerado

2 Cristal de gelo extracelul® entrada de crioprotetor.
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contendo meio de cultura tamponado e, em gelodaapente transportados para o

biotério para a realizagao do transplante.

4.3.3 — Transplante Ovariano

As ratas foram novamente operadas apés 10 diasindegos procedimentos ja
descritos anteriormente (analgesia, anestesiatdnga, antissepsia, laparotomia).
Apés aberta a cavidade, a metade do ovario deskealegera suturada com um ou
dois pontos simples a superficie peritonial, a estp do feixe vasculo-nervoso
epigastrico esquerdo (FIG. 5). Realizou-se, ergédtyra em plano Unico, através de
sutura continua simples, com fio de nylon 3-0 (F8%.Depois disso, as ratas eram

observadas até o seu restabelecimento (movimentagdmbulacdo e alimentacgao).

S0 entdo eram recolocadas nas suas respectivéesgaio

FIGURA 5 — Feixe vasculo-nervoso epigastrico
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v i

FIGURA 6 — Transplante ovariano

4.3.4 — Citologia Vaginal Funcional

A citologia vaginal funcional foi realizada por titas seguidos, nos trés grupos, e
iniciada 7 dias apés a cirurgia nas ratas dos grdpe 2, e 15 dias apds a segunda

cirurgia nas ratas do grupo 3.

Foi realizado um lavado da vagina com 0,5 ml decsm salina a 0,9%, aplicado
através de conta-gotas, tomando o devido cuidad@dee tocar o colo uterino e de
nao aplicar a solugdo salina com muita pressadartda evitar, desse modo, a
pseudogestacdo. O liquido coletado foi colocadol&mina de vidro. As laminas

foram examinadas em microscopio 6tico (Nikon Lalmh Japao) com aumento de

40 e 100x, logo apGs o seu preparo, para obsendasdcaracteristicas celulares.

O padréao de atrofia foi definido pelos achadosld@ificos das ratas do grupo 1

(Ooforectomia) e foi caracterizado por raras célblasais e indmeros leucocitos.
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O proestro caracterizava-se por um predominio tigdaséepiteliais de descamacéo,
arredondadas, com nucleo central e facilmentealisburante o estro, verificava-se
uma maior celularidade, com predominio das célefateliais queratinizadas, com
formato losangular ou poligonal, com citoplasmaad@ecto granuloso e nucleo
reduzido ou picnético, além de muco, que se aptessn formato de samambaia ou
como fibras em formato de agulhas. No metaestr@éhdas queratinizadas ja se
encontravam em menor namero e ja se verifica ndogd@olimorfonucleados. O

diestro era caracterizado por uma predominanciaolatas de neutrdfilos

polimorfonucleados.

O ciclo foi considerado inadequado quando havie gstrsistente, por pelo menos
guatro dias, ou quando ndo havia uma ciclicidace padréo proestro => estro =>

metaestro => diestro => proestro (Marcondes e2@02).

4.3.5 — Estudo Histologico dos Implantes

As ratas do grupo do transplante (Grupo 3) foramrifizadas por meio de
deslocamento cervical 40 dias apds a segunda i@rgrgiveram seus implantes
ovarianos excisados (FIG. 7). Importante relatar egse procedimento de sacrificio
se deu sem dor e sofrimento, ja que se encontrarestesiadas, sem resposta a
estimulos externos. Os implantes foram fixados iatathente em formol a 10%.
Apbs o processo de fixacao, foi realizada a desidéi@ dos tecidos pela passagem
dos mesmos em banhos de concentracdes crescergmdke de 70 até 100%. Em
seguida, o etanol foi substituido por xilol (praxesle clareamento) e os tecidos

foram mergulhados em parafina fundida numa est@fa6dC. Aguardou-se a
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solidificacédo da parafina, a temperatura ambiestiigndo-se, dessa maneira, blocos

de parafina com o tecido em seu interior (procegesmcluséo).

Foram realizados 20 cortes de sete micrometnmg, (por cada implante, através da
navalha do micrétomo. A coloracdo utilizada na eogéio das laminas foi a
hematoxilina-eosina. As laminas foram estudadasmoroscépio o6tico, com
aumentos de 100 e 400 x (Nikon Labophot 2, Jag#oyurando-se foliculos nos
seus varios estagios de desenvolvimento (primadiprimarios, pré-antrais e
antrais) e corpos lateos. Os foliculos foram cfecsglos como primordiais, quando
apresentavam uma camada Unica de células pré-gsamad ao redor dos odcitos;
como primarios, quando possuiam uma camada deasélal granulosa cubdides;
como pré-antrais, quando tinham duas ou mais casrdelaélulas da granulosa, mas
nao mostravam um antro folicular; e como antraignglo a cavidade antral era

observada (Oktay et al995).

4.4 — ANALISE ESTATISTICA

Por tratar-se de um estudo experimental descriti&o,foi necessaria a realizacao de

célculo amostral.

Foi utilizado o modelo de regressao logistica paedir a interferéncia do peso e do
tipo de intervencéo cirlargica (transplante ou adajrno tipo de ciclo estral (regular
ou inadequado). A significancia estatistica foi sidarada quando o valor p era

menor que 0,05.
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4.5 — NORMALIZACAO BIBLIOGRAFICA

Para a redacdo desta dissertacdo, foram seguidasorazsas de formatacéo
recomendadas pelo Manual para normalizacdo de cpgbks técnico-cientificas
(Franca et a).2004) e o Manual para elaboracdo e apresentac@isssiertacoes e

teses no curso de pds-graduacdo em ginecologistetobia (Cabral et al2001).
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5 — RESULTADOS

Um total de 67 ratas, todas com aproximadamentdi@)de vida, foram incluidas neste
estudo. Nao foram observados 6bitos ou perdas @uaarealizacdo do mesmo. O peso das
ratas variou de 200 a 350g e nao houve difereryafisativa entre os trés grupos pela

analise de variancia (p = 0,432).

Com relacdo a andlise do ciclo hormonal estral reas estudadas, no grupo 1
(ooforectomia), todas as 20 ratas apresentaram aadnd@ persistente de atrofia na
citologia vaginal, compativel com auséncia de cedtral. No grupo 2 (controle), todas as
ratas apresentaram citologia vaginal tipica dees@or hormonal ciclica (estro). No grupo
3 (transplante), 13 animais apresentaram ciclalestrmal e 8 apresentaram alteracdes
citologicas compativeis com o ciclo estral (FIG. Uina rata teve 4 dias de diestro e 2 de
metaestro, outra apresentou 3 dias de estro, sedaid dia de metaestro e 1 dia de diestro

(GRAF. 1 e TAB. 1).

TABELA 1
Comparacao entre o efeito do transplante ovaripoe eongelamento/descongelamento e

0 grupo controle na regularidade do ciclo estralrdtéas

Grupo Ciclos Total
Regulares Inadequadg
Controle 24 0 24
Transplante 21 2 23
Total 45 (95,7%) 2 (4,3%) 47
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100+ 13

(%) 50

Controle Transplante
Grupo

‘DCicIo Regular O Ciclo Inadequado ‘

GRAFICO 1 - Regularidade do ciclo estral nas rdtagrupo controle e transplante apés

congelamento e descongelamento dos ovarios

Aplicou-se 0 modelo de regresséo logistica parzeséicar a interferéncia do peso e do
tipo de intervencdo cirargica (transplante ou laefmmia branca) na probabilidade de
ocorréncia de um ciclo inadequado. Apesar de o pasder se diferido significativamente
nos trés grupos, ele foi incluido na andlise, par&erificar a sua influéncia no ciclo das
ratas. Na andlise do tipo de intervencédo cirurdiceem comparados apenas 0S grupos
controle e transplante, visto que o grupo ooforac@doi utilizado apenas para se definir o

padrdo de atrofia genital a citologia vaginal.

A variavel resposta de interesse, no estudo, étassificacdo do ciclo (Y), sendo o evento
de interesse a ocorréncia de ciclos inadequadosaAdveis explicativas sdo o peso das
ratas (varidvel continua, medida em gramas) e pogf@ontrole ou Transplante). A forma

do modelo logistico para essa situacao € dada por:
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exda + B,(pes9 + B, (grupo)}
1+expa + £,(pes9 + B, (grupo)}

7(x) = P(Y =1) =

onde 77 (X) € a possibilidade de ocorréncia de ciclo inadeguam uma rata com um
determinado peso ou pertencendo a um dos dois grapmparados (Controle ou
Transplante)Y = 1€ a ocorréncia de ciclo inadequado e 3 sdo parametros do modelo

logistico.

Como pode ser verificado, ndo houve efeito sigalifiw do tipo de intervencgéo cirdrgica
(laparotomia branca x transplante) no ciclo daasr§=0,782), uma vez que, em ambos 0S
grupos, todos os animais apresentaram ciclicidanmdnio dependente. No grupo de
estudo (transplante), duas ratas apresentarams dickgulares, mas compativeis com
producdo hormonal. Ainda que estes animais tivessttho considerados como
apresentando ciclo inadequado, utilizando-se a mdénmula, a diferenca se manteria

nao significativa (p=0,698).

O estudo histoldgico para analise morfolégica dedrios congelados/descongelados e
transplantados demonstrou uma auséncia de altsrag§eémicas ou inflamatdrias, e
todos os ovarios apresentaram foliculos em difesemistagios de desenvolvimento e
maturacao, isto €, foliculos primordiais, antraisogpo luteo (FIG. 7 a 9). Verificou-se

uma grande quantidade de vasos sanguineos, em dedastes de todos os implantes,

traduzindo a intensa revascularizacao dos tecikl& (0).



FIGURA 7 — Foliculo primordial
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FIGURA 9 — Corpos lateos
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FIGURA 10 — Transplante ovariano apés 40 dias
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06 — DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou a viabilidade funcionalmooal do transplante ovariano
autdlogo para o peritonio de ratas, ap0s o congeitone descongelamento, através de

citologia vaginal seriada e estudo histolégico ale@rios transplantados.

A preservagdo do tecido ovariano, para posteridizagdo em ciclos de reproducao
assistida ou como técnica alternativa para reposigimonal, representa um enorme
avangco para manutencdo da capacidade reprodutma endocrina de mulheres
submetidas a tratamentos, que tém como efeitogsmd/a castracdo, seja ela quimica ou

mecanica.

Nesse estudo, optamos por utilizar ratas com o m@&so e a mesma idade, com objetivo
de evitar as possiveis interferéncias desses, sudtado final. Esse fato foi confirmado
guando realizamos o célculos de regresséo logistioatrando que essas variaveis nao

interferiram na presenca ou ndo de ciclo estrallaeg

E importante ressaltar aqui que as ratas da mesthada foram aleatorizadas para os trés
grupos a fim de evitar interferéncia da habilidadecirurgido, uma vez que a curva de

tempo de aprendizado poderia ser fator de viésesodtados.

Todas as ratas do grupo transplantado e néo teamiagdb foram marcadas, permitindo, ao
realizar o transplante, ter a certeza de que gsigatos de tecido ovariano estavam sendo
reimplantados na mesma rata da qual este foi detirBesse modo, ndo ha davidas a

respeito de o transplante ter sido mesmo autologo.
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Utilizamos a superficie peritoneal para o reimmarmtos fragmentos de ovarios
descongelados pela facilidade do procedimento asawarizacao ali presente (Barros et
al., 2001). Outras alternativas razoaveis pardi® ¢ implantacdo do ovario ou de tecido
ovariano seriam: tecido subcutaneo, bursa ovar@argApsula renal. A facilidade na
monitorizagdo do crescimento e da puncgédo folictdeam as justificativas para varios

autores utilizarem o tecido subcutaneo e obterarasso (Weissman et al., 1999; Van den
Broecke et al., 2004; Hernandez-Fonseca et al4;Xidn et al., 2005), sendo que Lee et
al. (2005) mostraram preservacao de foliculos e¥h @8 fragmento de ovario fresco e em
62% nos de congelado transplantado. Callejo e{2802) realizaram estudo no qual

avaliaram diferenca no namero total de foliculo®sapransplante para a superficie
peritoneal e o subcutaneo de ratas e ndo obserdhfen@nca significativa entre esses dois
sitios. Pesquisas a respeito do transplante paépsula renal foram realizadas também
por diversos autores com a justificativa de serlaral com intensa vascularizagéo e que
mantém os fragmentos no local desejado e com cliEngeavidez espontanea (Gosden et
al.,, 1994; Newton et al., 1996; Hernandez-Fonsdcal.e 2004). Yang et al. (2006)

mostraram recuperacdo de todos os fragmentos o tBensplantados para a capsula

renal e sinais de desenvolvimento folicular em 1@@% ovarios.

Utilizamos o DMSO para o congelamento, devido asaa®maior experiéncia com esse
crioprotetor (Geber et al., 2002). Mais ainda, Newgt. al. (1996) compararam a eficacia
de diversos crioprotetores (DMSO, Propileno-glidgtijeno-glicol, Glicerol) avaliando a

viabilidade de fragmentos de tecido ovariano quanfiocongelados através de protocolo
lento e transplantados para ratas imunodeficierA@gnas 10% do numero total de
foliculos viaveis foi observado em fragmentos céendyes utilizando-se Glicerol. Para o

DMSO esse numero foi de 74%, para o Propilenodgtiec44% e para o Etileno-glicol de



64

84%. Considerando o numero de fragmentos congeladisscongelados submetidos a
analise histolégica e que apresentavam pelo memuos faliculo primordial, as
porcentagens foram as seguintes: 96%, 92%, 84%%e @&ba, respectivamente DMSO,

Etileno-glicol, Propileno-glicol, Glicerol.

O posterior transplante do tecido ovariano criopmesdo € outro fator fundamental para a
aplicacdo da técnica de congelamento ovariano.n#lgiidade do procedimento e sua
viabilidade técnica sdo os principais aspectosranmseonsiderados, uma vez que nao
adiantard se preservar o tecido ovariano se ndeeh@ondi¢cdes de reimplanta-lo. O uso
da técnica de transplante sem reanastomose vagarara superficie peritoneal ja foi

comprovadamente demonstrado como viavel por nosgpog(Barros et al., 2001) e

apresenta as vantagens de ser um procedimentoesimglie evita a utilizacdo das

complexas técnicas e do material de microcirurgia.

Quando procedemos ao estudo histolégico dos ovati@msplantados apos
criopreservacdo, ndo observamos alteracdes isgagmicinflamatérias e todos os ovarios
apresentaram foliculos em diferentes estagios dendelvimento e maturagéo, isto é,
foliculos primordiais, antrais e corpo IUteo. Viedlu-se uma grande quantidade de vasos
sanguineos, em todos o0s cortes de todos os imglarntaduzindo a intensa
revascularizacdo dos tecidos. Segundo Dissen €194), é necessério um intervalo de
aproximadamente 7 dias para que ocorra a revamagao total do implante e
consequente retomada da producdo hormonal. Em esssdo, aguardamos um periodo
de 15 dias entre o transplante e o inicio da caletaitologia para que ndo houvesse
duvida com relacdo a funcionalidade no implant e relacdo ao crescimento folicular,

Freeman (1994) relata que este dura entre 8 eabdedgue a duragdo maxima do corpo
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luteo € de 19 dias. Assim, a presenca de folicalos seus estagios avangados de
desenvolvimento, incluindo os grandes foliculogsast e o encontro de corpos lateos nos
implantes, apds um intervalo minimo de 20 diascaltam a possibilidade de que estes
elementos estivessem presentes desde o momentdndarg cirurgia, ja que o estudo

histolégico foi realizado 40 dias apds a segundagia. Callejo et. al., 2002, sé iniciaram

a coleta de sangue para dosagem de FSH e LH apiés da realizagdo do transplante.
Lee et al. (2005) aguardaram 2 semanas para progedérada dos fragmentos de ovario
para posterior analise. Yang et. al. (2006) sGdran a estimulagdo ovariana com FSH

apos 3 semanas do transplante.

Realizamos a citologia vaginal para avaliagdo aedo hormonal ovariana ao invés da
dosagem direta dos horménios, por tratar-se deeghmento mais simples e com 6tima

correlacdo com a funcdo enddcrina ovariana. Goldehah (1969) e Butcher et al. (1974)

mostraram boa correlagdo da citologia vaginal c@miveis hormonais de esterdides

ovarianos, gonadotrofinas e prolactina, durant&clo estral da rata. Mais recentemente,
Marcondes et al. (2002) confirmaram a facilidadea@dizacédo desse lavado, na leitura das
laminas e a 6tima correlagdo com a funcdo enddéawaaiana. A fungdo ovariana foi

posteriormente confirmada pela analise histolodasmimplantes.

N&o realizamos calculo amostral, visto que o estiidexperimental descritivo. Desse
modo, nosso objetivo era apenas avaliar quaisnsesis condicdes do transplante e a

ocorréncia de sucesso ou ndo, sem nos preocupaniciabnente com taxas de sucesso.

Com relacéo a andlise do ciclo hormonal estrarai@s estudadas, pudemos verificar que,

como esperado, no grupo ooforectomizado, todasates rapresentaram um padrdo
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persistente de atrofia na citologia vaginal. Nouselp grupo, que foi submetido apenas a
laparotomia, todas as ratas apresentaram citolaginal tipica de secrecdo hormonal
ciclica (estro), mostrando que o procedimento gicar por si s6 ndo leva a alteragbes

importantes na secre¢cdo hormonal.

A eficacia do transplante de tecido ovariano cam®l em nosso estudo, foi comprovada
pela presenca de 91% de ratas com ciclo estralareguL00% de foliculos em diferentes
estagios de desenvolvimento, ao exame histologicoapenas 2 ratas ndo identificamos
ciclo estral regular, mesmo com evidéncias de dedeémento folicular & histologia.
Diversas hipoteses podem ser levantadas para axpliauséncia de ciclos regulares em
duas ratas, levando a produgcdo hormonal irregisquemia transitéria do tecido durante
transporte; auséncia de neovascularizacado sufcigata suprir o tecido transplantado;
reacdo enddcrino metabdlica prolongada no pos tipErae até mesmo o fato das ratas do
grupo transplantado terem sido submetidas a docegdimentos cirlrgicos, o que pode ter
aumentado a necessidade metabdlica nesse grupip davistress, levando a aumento da
necessidade de suprimento sanguineo. Esses fatemper ocorrido no intervalo entre o
transplante e o inicio da coleta de material eygrelmente, normalizado-se no periodo

entre a coleta da citologia e o estudo histoldgico.

Segundo Soleimani et al. (2008), pode haver apeptias célula folicular logo apds o

transplante, levando a perda de foliculos primerdisso pode ocorrer devido a isquemia
transitoria presente até a formacdo de neovaszatd® nos implantes. O tempo para que
essa neovascularizacao se inicie foi estimado j&seD et al. (1994) em 48 horas. Outro

fator que pode influir na sobrevivéncia dos folisue sua taxa metabdlica que depende
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inicialmente do seu grau de desenvolvimento e di@sse causado pelo procedimento

(Gosden et al., 1994).

A taxa de sucesso de ciclos estrais regulares\amenapos o transplante de fragmentos de
tecido ovariano, em nosso estudo, foi semelhantemaior do que a observada na
literatura, que varia dependendo, principalment, adimal estudado e do local de
implantacéo, sendo que a grande maioria dos estundiependente das varidveis descritas

acima, mostra sucesso.

Harp et al. (1994) descreveram 75% de retornolgidade em camundongos submetidos
ao reimplante de tecido ovariano ap6s descongetlam€andy et al. ja no ano seguinte
(1995), mostraram sobrevivéncia de todos os fragseate tecido ovariano criopreservado
de camundongos transplantados. PosteriormenteeCalx (1996) descreveram 100% de
sucesso. Guanasena et al. (1997) obtiveram gestag®e todas as 12 fémeas de
camundongos submetidas a transplante aut6logo @#odvesco e em 8 das 11 fémeas
submetidas a transplante autdlogo de ovario apdgetamento. Os transplantes foram
realizados para a propria bursa ovariana, sem sganase vascular. Candy et al. (2000)
mostraram restauracao da fertilidade em 12 de m@iedongos que receberam transplante
de ovario fresco e em 10 de 12 que receberam-ngetamo. Liu et al. (2000) realizaram
transplante de fragmentos de vinte e seis ovarnogjatados e descongelados para a
capsula renal e mostraram que houve desenvolvinielitalar adequado. Também Liu et
al. (2001) relataram gravidez apds ICSI seguindoeama linha de pesquisa. Novamente
Liu et al. (2002) realizando o mesmo procedimentostraram normalizacéo da citologia
vaginal apos 11 dias. Wang et al. (2002b) relatarameis de FSH, progesterona e

estrogénio semelhantes nos grupos submetidos @&plaate de tecido ovariano
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descongelado e controle. Salehnia (2002) demonstroresenca de foliculos nos varios
estagios de desenvolvimento, apds realizar congeltindescongelamento e transplante
em 24 camundongos. Lee et al. (2005) obtiveramssoceo transplante de tecido ovariano
fresco (73%) e congelado (62%) de ratas para sameof com posterior captacao
oocitaria, FIV e desenvolvimento de blastocistoang et al. (2006) mostraram sinais de
desenvolvimento folicular em 100% dos ovérios aegprvados transplantados para a
capsula renal de camundongos. Migishima et al.gBflataram retorno da fertilidade em
camundongos submetidos a radioterapia e posterasplante de tecido ovariano
criopreservado. Soleimani et al. (2008) realizar&nansplante de tecido ovariano
criopreservado para cépsula renal e musculo e vilesenvolvimento folicular em todos
os implantes, além de terem obtido doze embridasés de ICSI, que resultaram em trés

nascidos vivos.

Em ratas, Sugimoto et al. (2000) demonstraram debteémento folicular através de
histologia, ap0s transplantarem fragmentos de avgrara a cdpsula renal, em todos o0s
nove animais estudados. Também em 2000, Kagabu &zUnealizaram transplante de
ovarios de ratas congelados para a cavidade uterinenostraram, a histologia,
sobrevivéncia folicular de apenas 11%. Ja Yin e{240103), relataram gravidez em ratas
apos transplante de tecido ovariano congelado@dgslado com sobrevivéncia de 4 dos

7 (57%) fragmentos criopreservados.

Gosden et al. (1994) obtiveram duas gestagcfes momna 6 ovelhas, uma a partir de
transplante autélogo de tecido ovariano fresco teacapos congelamento. Salle et al.
(1998) mostraram desenvolvimento normal de folE@m fragmentos corticais de ovario

de 6 ovelhas transplantados para o hilo ovarianatralateral apos congelamento.
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Foliculos primordiais até os estagios antrais foesmmontrados na analise histolégica em
todos os casos. Baird et al. (1999) descreveramaspé% de perda de foliculos apés
congelamento e transplante autélogo em 8 ovelhabad et al. (1999) observaram
desenvolvimento folicular em 6 ovelhas que tiveraarios congelados reimplantados.
Salle et al. (2003) descreveram 4 gestacdes emhas/efjue receberam ovarios
descongelados. Também em 2003, Bedaiwy et alaratat preservacdo, em curto prazo,
de tecido ovariano criopreservado transplantadol66% dos casos e niveis de FSH
semelhantes ao periodo pré re-implantacdo. Almoein al. (2004) realizaram

criopreservacdo de tecido ovariano e o transplamtapods irradiacdo, obtendo gravidez
espontanea nas duas ovelhas. Arav et al. (200bzaian transplante de ovario inteiro

criopreservado com anastomose vascular para oolidoano contra-lateral e relataram
atividade progestogénica, ap6s 24-36 meses do lexitep em 3 animais. Foi realizado,
em duas, coleta oocitaria e FIV, com posterior nlesleimento de embrido de 8 células.
Em 2006, Imhof et al. relataram uma gravidez espwd apds transplante de ovario

inteiro com anastomose vascular em ovelhas.

Em humanos, os primeiros a descrever reimplantéagdgnento ovariano descongelado
foram Oktay & Karlikaya (2000) que relataram casmarescimento folicular e ovulagéo,

apos uso de hCG e Oktay et al. (2000) que relatanaais de desenvolvimento folicular e
producdo hormonal, 4 meses ap0s o transplanteerRosiente, Oktay et al. (2001b)

relataram novo caso de ovulacdo apos reimplanteadenentos congelados, novamente
para o tecido subcutaneo. Radford et al. (2001pémmobservaram ovulacdo em uma
paciente com reimplante de ovario descongeladdejGatt al., em 2001, descreveram
restabelecimento da funcéo ovariana, 3-4 mesestap&plante de tecido ovariano para a

parede abdominal. Oktay et al. (2004) obtiveramréinlde 4 células, a partir de oocito
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aspirado de ovario reimplantado em tecido subcotdGeanos apdés a mulher ter sido
submetida a quiomioterapia. Tryde-Schmidt et 204 relataram o caso de uma paciente
com cancer que teve fragmentos de ovario trangaastortotopicamente, apés apresentar
faléncia ovariana secundaria a quimioterapia. Npiiseento, houve aumento dos niveis de
estradiol, decréscimo das gonadotrofinas, 3 epsadienstruais e captacdo de um odcito
em metéfase 2 (M2) apds estimulacdo. Kim et &042 confirmaram restauracdo de
funcdo hormonal, apos reimplante de ovarios destadgs em duas pacientes, em tecido
subcutaneo. Ainda em 2004, Donnez et al. descnavegeavidez espontanea, apos
reimplante de tecido ovariano descongelado sobé&imvemanescente. Schmidt et al.
(2005) publicaram seu acompanhamento de 22 pasipo® quimioterapia e transplante
de tecido ovariano criopreservado, mostrando quéo 5@essas mulheres ainda
menstruavam e 45% apresentavam fungdo endOcrireerpagla, apds 18 meses do
transplante. Wolner-Hassen et al. (2005) relatarvaso em que houve desenvolvimento de
2 foliculos em fragmento de ovério descongeladarmsplantado para o antebrago. Houve
manutenc¢do da funcdo por um periodo de 7 meseay @kOktem (2005) descreveram o
caso de duas pacientes submetidas a quimioteraasterior transplante de tecido
ovariano criopreservado para o0 subcutaneo do brAsoduas voltaram a apresentar
desenvolvimento folicular, sendo que uma foi sulmhaetr ICSI e a outra teve duas
gravidezes espontaneas e um nascimento. Ainda @5 Reirrow et al. descreveram FIV
e posterior gravidez apos reimplante de tecido iawar criopreservado para o ovario
remanescente. Demeestere et al. e Rosendahl etnal2006, publicaram relatos de
gravidezes espontaneas e ap6s FIV, em mulheresetidam a transplante autélogo de
tecido ovariano criopreservado para o ovario res@erde. Donnez et al. (2006) relataram
retorno da funcdo ovariana, demonstrada objetiveenatravés de ciclos ovulatorios,

apesar de aumento expressivo de FSH em cada umesdegsos, em uma mulher
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submetida a transplante de tecido ovariano cong&ladcongelado para uma janela
peritoneal préxima ao ovario. Anderson et al. (3qQ0vDemeestere et al., 2007) relataram
o terceiro caso de nascimento a partir de trantplawvariano autélogo e ICSI. Segundo
Demeestere et al. (2007), ja foram descritos mai2% casos de transplante ortotdpico
e/ou heterotépico em humanos de tecido ovarianpmEservado e apenas 4 nascimentos a
partir dessa técnica, sendo duas gestacdes olatidages de fertilizacdo assistida e as

outras duas a partir de ciclos naturais, sendaa@uadescrito no proprio estudo.

Apesar desses relatos de gravidezes em humanda, @mmanecem duvidas a respeito da
origem desses 00citos, ja que, em todos os caawi bvario residual que poderia ter
reassumido sua funcédo (Oktay, 2006b). Diversoslest(Schimmer et al., 1998; Kasteren
& Schoemaker, 1999) tém mostrado que, apesar deepaq existe a chance de
recuperacdo da funcdo endocrina ovariana apds @uémiadioterapia com posterior
gravidez. Sanders et. al. (1996) acompanharammitOBeres tratadas com altas doses de
quimioterapicos e irradiacdo ionizante para tratémele anemia aplasica e leucemias e
observaram a normalizacdo da funcéo ovariana eengt@videz espontanea em 32. Oktay
& Oktem (2005) relataram o caso de uma paciente, @up&s ser submetida a
quimioterapia, apresentou faléncia ovariana. Apassplante de tecido ovariano para o
braco, o ovario voltou a apresentar fungdo norfeshndo, inclusive, ao nascimento de

uma crianca.

Ao extrapolarmos o uso dessa técnica para humaspecificamente para mulheres
portadoras de tumores malignos, ndo podemos nae@sgdo risco de transmisséo de
células malignas, através do tecido utilizado, quoesibilidade de recidiva da doenca,

apos o transplante.
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Shaw et al. (1996) mostraram a transmissao de niafoem 7 de 7 fémeas de
camundongos, apoés transplante de tecido ovari@sodre em 6 de 7 destes animais, que
receberam transplante apds congelamento. Entretiinto et al. (2001) relataram que
tecido ovariano retirado de pacientes com linfomaltb grau é seguro para o transplante.
Essa segurancga foi testada através do xeno-tratsple tecido ovariano humano de
pacientes com cancer para ratas imunodeficientsgos que nenhum dos animais
transplantados desenvolveu a doenca. No grupoatentodos os ratos que receberam
fatias de linfonodo contendo células de linfoma Réalkgin desenvolveram linfoma de

células B.

Ainda assim, com o objetivo de minimizar o riscoal®preservar tecido ovariano com
metéstase, deve-se sempre proceder a avaliac@isa em multiplos fragmentos de
tecido. Nos casos de leucemia ou linfoma, marcadm@nossOmicos ou tumorais devem
ser estudados através de imunohistoquimica, cit@nde fluxo ou outros métodos
moleculares e/ou genéticos para procurar por cétaacerosas (The Practice Committe of
the American Society for Reproductive Medicine #mel Practice Committe of the Society

for Assisted Reproductive Technology, 2006).

Nosso estudo demonstrou que ovarios congeladossterpomente descongelados e
transplantados para o peritbneo sem anastomoselaagmn ratas preservam a funcao
enddcrina. Estes achados podem auxiliar no desemanito de protocolos de transplante
autdlogo de ovarios humanos para mulheres com dasatentado de faléncia ovariana,
incluindo ai pacientes submetidas a tratamentoora&dou quimioterapico, cirurgias

castradoras, mulheres que desejam postergar annathe.
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Além desse beneficio, outras perspectivas fututegem para o uso do transplante
ovariano. A sua utilizacdo em substituicdo a terald reposicdo hormonal do climatério
seria uma alternativa mais fisiolégica. Com o deskimento de novas drogas

imunossupressoras cada vez mais potentes e comsnefaos colaterais, para a

prevencao da rejeicdo de tecidos ndo-autdlogosreccaperfeicoamento das técnicas de
criopreservacéo e de crioprotetores, poderia segpeem um banco de tecido ovariano.
Entre as pacientes que se beneficiariam da exiat&fesse tipo de banco, estdo as
portadoras de disgenesia gonadal, aquelas conci@lénariana precoce e até mesmo

mulheres que tiveram que atrasar o projeto mataaeid

A criopreservacdo de tecido ovariano ainda deve cegisiderada como protocolo
experimental em pacientes cuidadosamente sele@spacbnsiderando-se apenas a
possibilidade futura do uso. Como ainda existenerdins questionamentos a respeito de
guais sao as melhores canditadas, qual o melhadméiara a retirada do tecido, qual a
melhor forma de congelamento/descongelamento, s& alario(s) deve ser
criopreservado(s) inteiro(s) ou em fatias e quaamanho dessas fatias, qual o melhor
local para o transplante e se deve ser realizaalst@nose vascular ou ndo, preconiza-se
gue novos estudos cientificos experimentais aindeerd ser realizados, inclusive

avaliando se essa é a melhor forma de preservacfiotitidade nesse tipo de paciente.
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7 — CONCLUSAO

O transplante ovariano autdlogo, sem reanastomaseular, em peritbnio de ratas
castradas, ap6s congelamento e descongelamerityrees ciclo estral desse animal e o
desenvolvimento folicular adequado, havendo evidgnda ocorréncia de ovulagéo nos

implantes.



75

REFERENCIAS

AKAR, M.; OKTAY, K. Restoration of ovarian endocen function by ovarian
transplantationTrends Endocrinol Metab; v.16, n.8: p.374-380, 2005.

ALMODIN, C.G. et al. Recovery of fertility after gfting of cryopreserved germinative
tissue in female rabbits following radiotherapyum Reprod; v.19, n.6: p.1287-93, 2004.

ALBERTI, L.R. et al. Implante autélogo no omentoiaraestudo experimentaRBGO,;
v.24, n.3: p.187-192, 2002.

AMERICAN CANCER SOCIETY ACS). www.cancer.org - estimated new cancer and
death for 2007 and 2008, 02/2008.

ARAV, A. et al. Oocyte recovery, embryo developmemtd ovarian function after
cryopreservation and transplantation of whole shmepy. Hum Reprod; v. 20, n. 12: p.
3554-3559, 2005.

AUBARD, Y. et al Orthotopic and heterotopic autografts of frozenath@ ovarian cortex
in sheepHum Reprod; v.14, n.8: p.2149-2154, 1999.

BAIRD, D.T. et al. Long-term ovarian function in edp after ovariectomy and
transplantation of autografts stored at -196 Eddocrinology; v.140, n.1: p.462-471,
1999.

BAIRD, D.T. et al. Long-term ovarian function in edp after ovariectomy and
autotransplantation of cryopreserved cortical stigur J Obstet Gynecol Reprod Biol,
v.113: p.55-59, 2004.

BARROS, F.S.V. Transplante de tecido ovariano agtl em peritbnio de ratas.
[Dissertacao]. Belo Horizonte: Universidade FeddeMinas Gerais; 2000.

BARROS, F.V. et al. Intraperitoneal autologous @mitransplantationt-ertil Steril; v.
76, n.3S: p.218, 2001.

BEDAIWY, M.A. et al. Restoration of ovarian functiafter autotransplantation of intact
frozen-thawed sheep ovaries with microvascular tanassis.Fertil Steril; v.79: p.594—
602, 2003.

BISHARAH, M.; TULANDI, T. Laparoscopic preservationf ovarian function: an
underused procedur&m J Obstet Gynecol;v.188: p.367-370, 2003.

BLATT, J. Pregnancy outcome in long-term survivofshildhood canceiMed Pediatr
Oncol; v.33: p.29-33, 1999.

BLUMENFELD, Z. et al. Prevention of irreversible ethotherapy-induced ovarian
damage in young women with lymphoma by a gonadotrogeasing hormone agonist in
parallel to chemotherapidum Reprod; v.11: p.1620 —1626, 1996.



76

BLUMENFELD, Z. How to preserve fertility in youngamen exposed to chemotherapy?
The role of GnRH agonist cotreatment in additiorctygopreservation of embrya, oocytes,
or ovariesOncologist; v.12: p.1044-1054, 2007.

BLUMENFELD, Z. et al. Gonadotropin-releasing hormonagonist decreases
chemotherapy-induced gonadotoxicity and prematwarian failure in young female
patients with Hodgkin lymphom&sertil Steril; v.89, n.1: p.166-173, 2008.

BORINI, A. et al. Pregnancies and births after deayryopreservatiorkertil Steril; v.82:
p.601-605, 2004.

BRISTOW, R.E. et al. Impact of surgeon specialtyowarian-conserving surgery in young
females with an adnexal magsAdolesc Health;v.39, n.3: p.411-416, 2006.

BUTCHER, R.L.; COLLINS, W.E.; FUGO, N.W. Plasma centrations of LH, FSH,

prolactin, progesterone and estradiolfd Zhroughout the 4-day estrous cycle of the rat.
Endocr; v.94: p.1704-1709, 1974.

CABRAL, A.C.V. et al.Manual para elaboragéo e apresentacao de dissertage teses
no curso de pés-graduacao em ginecologia e obsteiai Escola de Medicina da UFMG,
Belo Horizonte, 2001. 27 p.

CALLEJO, J. et. al. Long-term ovarian function ewalon after autografting by
implantation with fresh and frozen-thawed humanriewvatissue.J Clin Endocrinol
Metab; v. 86, n.9: p.4489-4494, 2001.

CALLEJO, J. et al. Heterotopic ovarian transplantatwithout vascular pedicle in
syngeneic Lewis rats: six-month control of estradiad follicle-stimulating hormone
concentrations after intraperitoneal and subcutasénplantsFertil Steril; v.72: p.513-
517, 2002.

CANDY, C.J.; WOOD, M.J.; WHITTINGHAM, D.G. Follicar development in
cryopreserved marmoset ovarian tissue after transgion.Hum Reprod; v.10: p.2334-
2338, 1995.

CANDY, C.J.; WOOD, M.J.; WHITTINGHAM, D.G. Restoiah of a normal
reproductive lifespan after grafting of cryopresshimouse ovarietium Reprod; v.15,
n.6: p.1300-1304, 2000.

COOPER, M. Ethics and Laboratory animadst Rec;v.116: p.594-595, 1985.

COX, S.L.; SHAW, J.M.; JENKIN, G. Transplantatiorhi cryopreserved fetal ovarian
tissue to adult recipients in micEReprod Fertil; v.107: p.315-322, 1996.

DANFORTH, D.R.; ARBOGAST, L.K.; FRIEDMAN, C.l. Acaet depletion of murine
primordial follicle reserve by gonadotropin-releasihormone antagonistBertil Steril;
v.83: p.1333-1338, 2005.



77

DEMEESTERE, 1. et al. Ovarian function and spontarse pregnancy after combined
heterotopic and orthotopic cryopreserved ovariasug transplantation in a patient
previously treated with bone marrow transplantatease reportdum Reprod; v.21, n.8:
p.2010-2014, 2006.

DEMEESTERE, I. et al. Fertility preservation: sussfell transplantation of cryopreserved
ovarian tissue in a young patient previously tredtm Hodgkin's diseaséOncologist;
v.12: p.1437-1442, 2007.

DEANESLY, R. Immature rat ovaries grafted afterefzing and thawing] Endocr; v.11:
p.197-200, 1954,

DEANESLY, R. Cyclic function in ovarian graft3.Endocr; v. 13: p.211-220, 1956.

DISSEN, G.A. et al. Immature rat ovaries becomeaseularized rapidly after
autotransplantation and show a gonadotropin-depnerease in angiogenic factor gene
expressionEndocrinology; v. 134: p.1146-1154, 1994,

DONNEZ, J. et al. Livebirth after orthotopic trafesmtation of cryopreserved ovarian
tissue Lancet; v.364: p.1405-1410, 2004.

DONNEZ, J. et al. Ovarian tissue cryopreservatiod gansplantation: a reviewdum
Reprod Update;v.12, n.5: p.519-535, 2006.

FRANCA, J.L. et alManual para normalizacdo de publica¢gfes técnico-aitificas. 7a
ed. Rev. Belo Horizonte: Editora UFMG, 2004. 242 p.

FREEMAN, M. E. The neuroendocrine control of thean cycle of the rat. In: KNOBIL
E.; NEIL, J. D.The Physiology of Reproductioned. Raven Press, New York, 1994.

FRIEDER, S.; GIUDUCE, L.C.; LAMB, E.J. Cryopresetiam of embryos and ovéertil
Steril; v.49: p.743— 764, 1988.

FULLER, B.; PAYNTER, S. Fundamentals of cryobiology reproductive medicine.
Reprod Biomed Online;v.9: p.680—691, 2004.

GEBER, S.; SALES, L.; SAMPAIO, M.A.C. Laboratorycteniques for human embryos.
Reprod Biomed Online;v.5, n.2: p.211-218, 2002.

GODING, J.R.; McCRACKEN, J.A.; BAIRD, D.T. The styaf ovarian function in the
ewe by means of a vascular autotransplantatiomigeb. J Endocr; v. 39: p. 37-52,
1967.

GOLDMAN, B.D. et al. Temporal relationship of prag@ secretion, LH release and
ovulation in ratsEndocr; v.85: p.1137-1144, 1969.

GOSDEN, R.G. et al. Restoration of fertility to dwmpectomized sheep by ovarian
autografts stored at -196 degreesH0m Reprod; v.9: p.597— 603, 1994.



78

GREEN, S.H.; SMITH, A.U.; ZUCKERMAN, S. The numbef oocytes in ovarian
autografts after freezing and thawidgendocr; v.13: p.330-334, 1956.

GUNASENA, K.T. et al. Live births after autologotreinsplant of cryopreserved mouse
ovaries.Hum Reprod; v.12: p.101-106, 1997.

HARP, R. et al. Cryopreservation of murine ovatigsue.Cryobiology; v.31: p.336-343,
1994,

HERNANDEZ-FONSECA, H. et al. Effect of site of tsglantation on follicular
development of human ovarian tissue transplantedimact or castrated immunodeficient
mice.Fertil Steril; v.81: p.888-892, 2004.

HOVATTA, O. Methods for cryopreservation of humavagan tissueReprod Biomed
Online; v.10: p.729-734, 2005.

IMHOF, M. et al. Orthotopic microvascular re-anastsis of whole cryopreserved ovine
ovaries resulting in pregnancy and life bifertil Steril; v.85, n.1: p.1208-1215, 2006.

INSTITUTO DO CANCER [NCA). www.inca.gov.br/ estimativa de cancer para 2008,
02/2008.

JAIN J.K.; PAULSON R.J. Oocyte cryopreservatiéertil Steril; v.86 n.4: p.1037-1046,
2006.

JEMAL, A. et al Cancer StatisticsCA Cancer J Clin; v.56: p.106-130, 2006.

KAGABU, S.; UMEZU, M. Transplantation of cryopresed mouse, Chinese hamster,
rabbit, Japanese monkey and rat ovaries into cgiieats.Exp Anim; v. 49: 17-21, 2000.

KASTEREN, Y.M.; SCHOEMAKER, J. Premature ovariaildee: a systematic review on
therapeutic interventions to restore ovarian funrcand achieve pregnandyum Reprod
Update; v.5: p.483-492, 1999.

KIM, S.S. et al. Ovarian tissue harvested from ljnimma patients to preserve fertility may
be safe for autotransplantatidtum Reprod; v.16: p.2056—-2060, 2001.

KIM, S.S.; HWANG I.T.; LEE H.C. Heterotopic autotrgplantation of cryobanked human
ovarian tissue as a strategy to restore ovariaotifum Fertil Steril; v.82: p.930 —932,
2004.

KIM, S.S. et al. Assessment of the integrity of Rmmoocytes retrieved from
cryopreserved ovarian tissue after xenotransplantaium Reprod; v.20: p.2502-2508,
2005.

KIM, S.S. Fertility preservation in female cancatipnts: current developments and future
directions Fertil Steril.; v.85: p.1-11, 2006.

LEE, D.M. et al. Live birth after ovarian tissuarsplant.Nature; v.428: p.137-138,
2004.



79

LEE, R.K. et al. Blastocyst development after cngsgrvation, and subcutaneous
transplantation of mouse ovarian tissudeAssist Reprod Genet;v.22, n.2: p.95-101,
2005.

LIU, J. et al. Maturation of mouse primordial foles by combination of grafting and
vitro culture.Biol Reprod; v.62, n.5: p.1218-1223, 2000.

LIU, J. et al. Live offspring byin vitro fertilization of oocytes from cryopreserved
primordial mouse follicles after sequentialvivo transplantation anoh vitro maturation.
Biol Reprod; v.64, n.1: p.171-178, 2001.

LIU, J. et al. Early massive follicle loss and ajogis in heterotopically grafted newborn
mouse ovarieddum Reprod; v.17, n. 3: p. 605-611, 2002.

LOBO, R.A. Potential options for preservation oftiteéy in women.N Engl J Med; v.
353: p.64-73, 2005.

MARCONDES, F.K.; BIANCHI, F.J.; TANNO, A.P. Determation of the estrous cycle
phases of rats: some helpful considerati@mnaz J Biol; v.62: p.609-614, 2002.

MARTINEZ-MADRID, B. et al. Freeze-thawing intact man ovary with its vascular
pedicle with a passive cooling devi¢eertil Steril; v.82, n.5: p.1390-1394, 2004.

MATTLE, V. et al. Female fertility after cytotoxitherapy-protection of ovarian function
during chemotherapy of malignant and non-maligrdiséasesEur J Haematol; v.75:
p.77-82, 2005.

MEIROW, D.; NUGENT, D. The effects of radiotherappd chemotherapy on female
reproductionHum Reprod Update;v.7, n.6: p.535-543, 2001.

MEIROW, D. et al. The GnRH antagonist cetroreliduees cyclophosphamide-induced
ovarian follicular destruction in micelum Reprod; v.19: p.1294 —1299, 2004.

MEIROW, D. et al. Pregnancy after transplantatidércryopreserved ovarian tissue in a
patient with ovarian failure after chemotheraNyEng J Med; v.353: p.318-321, 2005.

MEIROW, D. et al. Monitoring the ovaries after amémsplantation of cryopreserved
ovarian tissue: endocrine studi@s vitro fertilization cycles, and live birthzertil Steril;
V. 87, n.22: p. 418.e7-418.e15, 2007.

MIGISHIMA, F et al. Successful pregnancies aftangplantation of frozen-thawed mouse
ovaries into chimeric mice that received lethalalosdiation. Fertil Steril; v. 86, n. 4: p.
1080-1087, 2006.

MORITA, Y. et al. Oocyte apoptosis is suppressed digruption of the acid
sphingomyelinase gene or by sphingosine-1-phosphatapy.Nat Med; v.6: p.1109 —
1114, 2000.

NEWTON, H. et alLow temperature storage and grafting of human awatissueHum
Reprod; v.11: p.1487-1491, 1996.



80

OKTAY, K.; SCHENKEN, R.S.; NELSON, J.F. Proliferag cell nuclear antigen marks
the initiation of follicular growth in the raBiol Reprod; v.53, n.2: p.295-301, 1995.

OKTAY, K. et al. Development of human primordiallfcles to antral stages in SCID/hpg
mice stimulated with follicle stimulating hormonelum Reprod; v.13: p.1133-1138,
1998.

OKTAY, K.; KARLIKAYA, G. Ovarian function after trasplantation of frozen, banked
autologous ovarian tissus.Engl J Med; v.342: p.1919, 2000.

OKTAY, K. et al. Ovarian cryopreservation and tralasitation: basic aspects. Mol Cell
Endocrinol; v.27, n.169: p. 105-108, 2000.

OKTAY, K. et al. Endocrine function and oocyte retial after autologous transplantation
of ovarian cortical strips in the foreardAMA; v.286: p.1490-1493, 2001a.

OKTAY, K.; AYDIN, B.A.; KARLIKAYA, G. A techniqgue for laparoscopic
transplantation of frozen-banked ovarian tisstestil Steril; v.75: p.1212-1216, 2001b.

OKTAY, K. et al. Embryo development after heteratoransplantation of cryopreserved
ovarian tissuelancet; v.363: p.837-840, 2004.

OKTAY, K.; TILLY, J. Livebirth after cryopreservedvariantissue autotransplantation.
Lancet; v.364: p.2091-2092, 2004.

OKTAY, K. et al. Fertility preservation in breasarcer patients: prospective controlled
comparison of ovarian stimulation with tamoxifen danletrozole for embryo
cryopreservation] Clin Oncol; v.23, n.19: p.4347-4353, 2005.

OKTAY, K.; OKTEM, O. Sustained endocrine functiondaspontaneous pregnancies after
subcutaneous transplantation of cryopreserved avatissue in stem cell transplant
recipients Fertil Steril; v.84, s. 1, p.S68, 2005.

OKTAY, K.; CIL, A.P.; BANG, H. Efficiency of oocyteryopreservation: a meta-analysis
Fertil Steril; v. 86: p.70-80, 2006a.

OKTAY, K. et al. Spontaneus conceptions and livethbiafter heterotopic ovarian
transplantation: is there a germline stem cell estion? Hum Reprod; v. 21, n.6:
p.1345-1348, 2006b.

PARIS, F. et al. Sphingosine 1-phosphate presefeesity in irradiated female mice
without propagating genomic damage in offspriNgt Med; v.8: p.901-902, 2002.

PARKES, A.S. Survival time of ovarian homograftstivo strains of rats] Endocr; v.
13: p.201-210, 1956.

PETROIANU, A.; ALBERTI, L.R.; VASCONCELLOS, L.S. Adgeneic ovarian
orthotopic transplantation in rabbits without a adar pedicle: morphological,
endocrinologic, and natural pregnancy assessmeansplant Proc;. v.38, n.9: p.3092-
3093, 2006.



81

PONIATOWSKI, B.C. et al. Chemoterapy induced memnsga a literature review.
Cancer Invest;v.19: p.641-648, 2001.

RADFORD, J.A. et al. Orthotopic reimplantation af/@preserved ovarian cortical strips
after high-dose chemotherapy for Hodgkin’'s lymphorancet; v.357: p.1172-1175,
2001.

ROSENDAHL, M. et al. Biochemical pregnancy aftertifzation of an oocyte aspirated
from heterotopic autotransplant of cryopreservediriawn tissue: case reporHum
Reprod; v.21, n.8: p.2006-2009, 2006.

SALEHNIA, M. Autograft of vitrified mouse ovaries sing ethylene glycol as
cryoprotectantExp Anim; v.51, n.5: p.509-12, 2002.

SALLE, B. et al. Freezing, thawing, and autograft avarian fragments in sheep:
preliminary experiments and histologic assessnieattil Steril; v.70: p.124-128, 1998.

SALLE, B. et al. Long-term follow-up of cryopresex/ hemi-ovary autografts in ewes:
pregnancies, births, and histologic assessnivemtil Steril; v.80, n.1: p.172-177, 2003.

SANDERS, J.E. et al. Pregnancies following highedogclophosphamide with or without
high-dose busulfan or totalbody irradiation andéamarrow transplantatio®lood; v.87:
p.3045-3052, 1996.

SCHIMMER, A.D. et al. Ovarian function after boneamow transplantationJ Clin
Oncol; v.16: p.2359-2363, 1998.

SCHMIDT, K.L. et al. Follow-up of ovarian function post-chemotherapyldaiing
ovarian cryopreservation and transplantatiéam Reprod; v.20: p.3539-3546, 2005.

SHAW, J. M. et al. Fresh and cryopreserved ovatissue samples from donors with
lymphoma transmit the cancer to graft recipieRism Reprod; v.11: p.1668-1673, 1996.

SHAW, J.M. et al. Evaluation of the long-term fupnatof cryopreserved ovarian grafts in
the mouse, implications for human applicatiodel Cell Endocrinol; v. 161: p.103-110,
2000.

SKLAR, C.A. et al. Premature menopause in surviwgrshildhood cancer: a report from
the childhood cancer survivor studyNatl Cancer Inst; v.98: p.890-896, 2006.

SOLEIMANI, J.V. et al. Back muscle as a promisintg $or ovarian tissue transplantation,
an animal model. Hum Reprod; v. 23, p. 1-8, 2008

SONMEZER, M.; OKTAY, K. Fertility preservation inefmale patientsHum Reprod
Update; v.10: p.251-266, 2004.

SUGIMOTO, M. et al. Development of infantile rat aries autotransplanted after
cryopreservation by vitrificationheriogenology;v.15, n.53: p.1093-1103, 2000.



82

THE PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE; PRACTICE COMMITTEE OF THE SOETY FOR

ASSISTED REPRODUCTIVE TECHNOLOGY. Ovarian tissue danoocyte

cryopreservatiork-ertil Steril; v.86, n.5: p.1142-1477, 2006.

TOBIAS, J. H.; CHAMBERS, T. J.; GALLAGHER, A. Theffects of ovarian
transplantation on bone loss in ovariectomizes JaEndocr; v.142: p.187-192, 1994.

TRYDE SCHMIDT, K.L. et al. Orthotopic autotransptation of cryopreserved ovarian
tissue to a woman cured of cancer - follicular gitgwsteroid production and oocyte
retrieval.Reprod Biomed Online;v. 8, n. 4: p. 448-453, 2004.

VAN DEN BROECKE, R. et al. Follicular growth in b and cryopreserved human
ovarian cortical grafts transplanted to immunodefit mice. Eur J Obstet Gynecol
Reprod Biol; v.97: p.193-201, 2004.

VON EYE CORLETA, H. et al. Subcutaneous autologawsirian transplantation in
Wistar rats maintains hormone secretigertil Steril; v.70: p.16-19, 1998.

WALLACE, W.H. et al. Ovarian failure following ovian irradiation in childhood. The
radiosensitivity of human oocytBr. J. Radiol; v.62: p.995-998, 1989.

WALLACE, W.H. The radiosensitivity of the human gte. Hum. Reprod; v.18: p.117—
121, 2003.

WANG, X. et al.. Fertility after intact ovary trgpmliantation Nature; v.415: p.385, 2002a.

WANG, H. et al. Follicle development in grafted nsewvaries after cryopreservation and
subcutaneous transplantatidmm J Obstet Gynecol;v.187, n.2: p.370-4, 2002b.

WAXMAN, J. Gonadotrophin hormone releasing analeyopen new doors in cancer
treatmentBr Med J; v.295: p.1084 —1085, 1987.

WEISSMAN, A. et al. Preliminary experience with subaneous human ovarian cortex
transplantation in the NOD-SCID mou&ol Reprod; v.60: p.1462-1467, 1999.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). www.who.int/cancer statistics, 02/2008.

WOLNER-HANSSEN, P. et al. Autotransplantation ofapreserved ovarian tissue to the
right forearm 4 years after autologous stem cell transplantathata Obstet Gynecol
Scand;v.84: p.695-698, 2005.

WU, J.; ZHANG, L.; WANG, X. In vitro maturation, fertilization and embryo
development after ultrarapid freezing of immatuuenian oocytesReproduction; v.121:
p.389-393, 2001.

YIN, H. et al. Transplantation of intact rat gonagsng vascular anastomosis: effects of
cryopreservation, ischaemia and genotyhem Reprod; v. 18, n.6: p. 1165-1172, 2003.



83

YANG, H.Y. et al.Graft site and gonadotrophin stimulation influenties number and
quality of oocytes from murine ovarian tissue graReproduction; v.131: p.851-859,
2006.



ANEXO A

Autorizacao do CETEA:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CETEA)

CERTIFICADO

Certificamas que o protacolo n° 101/05 relativo ao projeto intitulado “Indugdo da

foliculogénese apds transplante autélogo de ovarios

congelados/descongelados em periténio de ratas’, que tem como
responsavel Selmo Geber , estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CETEA/UFMG),

tendo sido aprovado em reunido de 09.11.2005.

Este certificado expira-se em 09.11.2010
CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 101/05 related to the project entitled
“Foliculogenaesis induction after autelogous transplantation of
frozen/thawad ovaries into rat peri toneum”, under the supervision Selmo
Geber, js in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by
the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEFEA/UFMG) and was approved
in 09,11.2005.

This certificate expires in 09.11,2010.

Belo Horizonte, 11 de outubro de 2005

Dra. EMILIA SAKURAT
VICE-COORDENADORA DO CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais -Reitoria - Campus Pampulha
Avenida Anténio Carlos 6627-7 Andar CEP: 31270.901 - Belo Horizonte MG-Brasil
Telefone: (31) 3499-459) _ Fax: (31) 3499-4027 _ Home pag

Email — cetea@grgg.ufmg,br

e www, ufmg_br/prpq/cefea-

84



