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AVALIAGAO CIRURGICA E HISTOPATOLOGICA DA VIABILIDADE DO
AUTO-ENXERTO DE TECIDO OVARIANO NA REGIAO SUBCAPSULAR DO
RIM DE RATAS

RESUMO: Objetivou-se desenvolver uma técnica de cultivo de foliculos pré-
antrais pelo auto-enxerto de tecido ovariano, avaliando a viabilidade cirurgica e
histopatologica desta técnica em fungdo do tempo. Sessenta ratas Wistar foram
submetidas a ovariosalpingectomia bilateral e enxerto de fragmento ovariano
inserido sob a capsula renal do rim direito. Os animais foram subdivididos em seis
grupos experimentais baseados no tempo de pds-cirurgico. Transcorridas 24 h
(grupo 24H), 72 h (grupo 72H), 1 semana (grupo 1S), 2 semanas (grupo 2S), 3
semanas (grupo 3S), e 4 semanas (grupo 4S), os animais foram sacrificados. As
pegas cirurgicas, compostas por enxerto ovariano e parénquima renal subjacente,
foram imersas em solugcdo de Bouin durante 24 horas, sendo processadas
histologicamente, e coradas por hematoxilina-eosina e tricrémico de Masson.
Aspectos técnicos cirurgicos, morfologicos e histopatoldgicos foram avaliados. Os
procedimentos cirurgicos foram de facil execugcdo e a avaliagdo morfologica
revelou facilidade de localizagdo, poucos casos de migragdo e neovascularizagéao
do enxerto apos 1 semana. N&o houve sinais de rejeicdo do enxerto, e o aspecto
macroscopico do utero foi normal na maioria dos animais. A histopatologia
mostrou diferentes propor¢des entre as categorias foliculares em fun¢do do tempo
de enxerto sem alteragdes no parénquima renal. Concluiu-se que a técnica de
enxerto do tecido ovariano sob a capsula renal é exequivel e viavel tanto cirurgica
quanto histopatologicamente permitindo o desenvolvimento de foliculos a estagios

antrais num curto espacgo de tempo.

Palavras-Chave: Auto-enxerto, capsula renal, ovariosalpingectomia, foliculo, rata.
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SURGICAL AND HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF VIABILITY OF
OVARIAN AUTOGRAFT IN THE RENAL SUBCAPSULAR SITE IN RATS

SUMMARY: This study aims to develop a technique to culture preantral follicles
using ovarian autograft, and to evaluate surgically and histopathologically the
viability of this technique regarding the time. Sixty Wistar rats were submitted to
bilateral ovariosalpingectomy and her ovarian tissue grafted under renal capsule of
the right kidney. The animals were divided into six groups based on the post
surgical time. After 24 h (group 24H), 72 h (group 72H), 1 week (group 1S), 2
weeks (group 2S), 3 weeks (group 3S), e 4 weeks (group 4S), the animals were
sacrificed. The surgical samples, composed by ovarian graft and the near renal
parenchyma, were fixed in Bouin solution for 24 hours, submitted to semi-serially
sections, and stained with hematoxiline-eosine and Masson tricromic. Surgical,
morphological and histopathological aspects were evaluated. The surgical
procedures were performed easily and the morphological evaluation resulted easily
located, few cases of migration with neovascularization of the graft after one week.
No signals of graft rejection and the uterine macroscopy was normal in the majority
of the animals. The histology showed different proportions between follicular
categories during the graft period and no alterations in the renal parenchyma. In
conclusion, grafting of ovarian tissue under renal capsule is easy to execute, viable
of the surgical and histopathological points of view, allowing follicular development

in a short time.

Keywords: Autograft, renal capsule, ovariosalpingectomy, follicle, rat.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de um sistema de cultivo que promova o crescimento
dos foliculos pré-antrais (FOPA) a um estagio no qual possam ser maturados e
fecundados in vitro, pode possivelmente, permitir a obtengcdo de uma grande
populacdo de oocitos homogéneos evitando ainda, que eles tornem-se atrésicos
(McCAFFERY et al., 2000; SAHA et al., 2000). O cultivo desses foliculos pode ser
realizado in vivo pelo enxerto de ovarios inteiros ou de fragmentos ovarianos
(SALLE et al., 2002). Esta técnica visa, além do cultivo, a manutencdo da fungéo
endodcrina e restauragdo da capacidade reprodutiva (PETROIANU et al., 2004a),
podendo também ser usada para restaurar a fertilidade de fémeas com
infertilidade adquirida (CAMPBELL et al., 2000). As perspectivas de aplicagéao
desta técnica vao desde a manutencgao da fertilidade em mulheres portadoras de
cancer (DONNEZ et al., 2004) até a preservagdo da diversidade genética
necessaria a conservagdo de animais ameacados de extingdo (DEMIRCI et al.,
2003).

Uma alternativa a esta técnica seria a maturagao de foliculos primordiais in
vitro. O objetivo desse tipo de cultivo é tentar reproduzir os processos que ocorrem
in vivo, investigando suas bases fisiologicas para atingir um crescimento folicular
pleno (CECCONI, 2002). Porém, o desenvolvimento de foliculos ovarianos in vitro
ainda € um desafio a ser vencido, fato este que pode ser comprovado pelas
publicagcdes na area, as quais demonstram sucesso apenas na maturacdo de
foliculos antrais (CHA et al., 1991; DANDEKAR et al., 1991) e a perda de material
genético ocorrida, por exemplo, quando em 1996, EPPIG & O’BRIEN, relataram
sucesso na maturacgao in vitro de foliculos primordiais em camundongas, porém o
nascimento de um animal foi obtido somente apds o cultivo de aproximadamente
475 foliculos primordiais.

Apesar dos recentes avangos nestas areas, condi¢cdes 6timas para o cultivo
de FOPA utilizando transplante ovariano ainda n&ao foram estabelecidas, uma vez
gue o sucesso da técnica depende de uma série de fatores tais como tamanho do



enxerto, local escolhido para transplanta-lo, e presenca de fatores angiogénicos;
bem como do numero de foliculos que sobrevivem ao procedimento e da
habilidade desses em completar o seu desenvolvimento (DISSEN et al., 1995;
CAMPBELL et al., 2000; ISRAELY et al., 2003).

Neste contexto, pesquisas experimentais estdo sendo executadas com o
objetivo de conhecer e avaliar comparativamente qual técnica cirurgica € mais
adequada e oferece o melhor desenvolvimento ao tecido enxertado (ISRAELY et
al., 2003; YANG et al., 2006). Porém, histopatologicamente, existem poucas
avaliagdes da viabilidade folicular para os diferentes tipos de tecido receptor e
ovario autotransplantado, bem como, qual a interac&o entre os tecidos ao longo do
tempo (PETROIANU et al., 2004a).

Por necessidade de esclarecimento das questdes técnicas citadas
anteriormente, principalmente na area da medicina veterinaria, elaborou-se este
trabalho que objetivou elucidar quais as alteragcbes morfolégicas e
histopatoldgicas, impostas tanto ao 6rgao receptor quanto ao tecido enxertado em
diferentes tempos de pos-cirurgicos; além de verificar cirurgicamente quais os
principais aspectos relacionados a aplicagdo do auto-enxerto ovariano utilizando
ratas como modelo experimental avaliando por fim, se o cultivo de foliculos
ovarianos utilizando a técnica de enxerto de tecido ovariano sob a capsula renal é

viavel.



2. REVISAO DE LITERATURA

Enxertar consiste em transferir por meios cirurgicos para um individuo,
partes de tecido ou orgao retirado dele mesmo ou de um doador; sendo este
conceito também um sindnimo de transplantar de acordo com o dicionario
LAROUSSE ESCOLAR DA LINGUA PORTUGUESA (2004). Os enxertos
ovarianos podem ser classificados de acordo com a espécie receptora como: auto
(mesmo individuo), iso (animal geneticamente idéntico), alo (outro ser da mesma
espécie) ou xeno-enxerto (de outra espécie) (ANDRADE et al., 2004). Segundo a
sua localizagédo, os enxertos podem ser classificados em: ortotdpicos (quando
implantados na cavidade pélvica) ou heterotopicos (quando sdo enxertados fora
dela) (DONNEZ et al., 2006).

Esses conceitos, ndo s&do novos na medicina reprodutiva. Os primeiros
relatos constam de MORRIS (1895) e KNAUER (1896), que visavam o
rejuvenescimento mediante a manutengao dos niveis hormonais apos o climatério.
A partir da década de 40, com o advento das pilulas de reposicdo hormonal,
houve uma diminuigdo das investigagdes sobre o transplante ovariano. Entretanto,
foi apenas no final do século XX que se retomou o interesse pelo assunto, gracas
aos conceitos emergentes de endocrinologia e imunologia, possibilitando assim,
estudos mais aperfeicoados em transplantes experimentais (PETROIANU et al.,
2004a).

De acordo com HAFEZ & HAFEZ (2004), o ovario tem duas fungbes
principais, a producgao ciclica de odcitos fertilizaveis e de hormbnios esterdides,
em proporc¢des balanceadas. Tais hormbnios atuam no desenvolvimento do trato
genital, facilitando a migragdo de embrides nas fases iniciais, e assegurando sua
implantagédo e crescimento no utero. O foliculo € a estrutura ovariana que permite
ao ovario exercer suas duas fungdes: a gametogénese e a esteroidogénese. Eles
estdo presentes aos milhares no cortex ovariano em estagios pré-antrais e antrais.

Para estimar-se o numero de foliculos ovarianos existentes num ovario
GOUGEON & CHAINY (1987) utilizaram métodos estereoldgicos baseados no



numero total de foliculos observado para cada categoria, total de secgdes
histolégicas feitas e observadas, na espessura dos cortes (um), e no didmetro
médio do nucleo de cada tipo de foliculo.

Para HIRSHFIELD & REES MIDGLEY JR (1978) e LINTERN-MOORE &
EVERITT (1978), a classificagdo folicular pode ser feita de duas formas: uma
baseada no tamanho folicular e a outra, no tipo celular ou estagio de
desenvolvimento. Segundo PEDERSEN & PETERS (1968), os foliculos séo
classificados de acordo com o tipo e o numero de camadas de células da
granulosa que circundam o odcito. Sendo os primordiais aqueles contendo um
oocito circundado por uma camada parcial ou completa de células pavimentosas
da granulosa. Foliculos intermediarios ou de transigdo, contendo uma camada de
células da granulosa tanto pavimentosas quanto cubicas. Os primarios mostrando
uma camada simples de células da granulosa cubicas. Foliculos secundarios,
sendo assim classificados, quando possuem mais de uma camada de células da
granulosa cubicas sem antro visivel. E por fim, foliculos antrais iniciais aqueles
com uma, ou mais, pequenas areas de fluido folicular (antro), os antrais mostrando
uma unica e grande cavidade antral e o pré-ovulatorio, aquele que possui um alo
ou camada de ceélulas do cumulus circundando o odcito.

Em mamiferos, o “pool” dos foliculos primordiais estabiliza-se na vida fetal
ou logo apds o nascimento dependendo da espécie. Uma vez estavel, a reserva
desse tipo folicular comeca a diminuir pelo desenvolvimento dos foliculos pré-
antrais a antrais, ou por degeneracéo in situ, 0 que ocorre com a maioria deles ao
longo da vida reprodutiva de uma fémea (99%) (HIRSHFIELD, 1988). Seria de
grande beneficio se estes foliculos, destinados a se tornarem atrésicos, pudessem
ser recuperados antes de sua degeneracao (SAHA et al., 2000). Por essa reserva
nunca ser reposta ao longo da vida da fémea, é que algumas linhas de pesquisa,
buscando a estimulagdo desses foliculos até sua fase antral, tém-se tornado
incansaveis, e cada vez mais frequentes (OKTAY et al., 1995).

Etimologicamente, a atresia ndo é um sinbnimo de degeneragéo.

Entretanto, degeneracdo folicular, pode ser comumente denominada atresia,



gquando estiver relacionada aos odcitos que sao perdidos no ovario por varias
razdes que nao a ovulagdo. Porém, a homologia dos fendmenos envolvidos
nestes processos, justifica a utilizagdo do termo atresia (INGRAM, 1977). Esta, por
sua vez, esta associada a uma série de mudangas morfolégicas, bioquimicas e
histolégicas, que variam de acordo com o estagio do crescimento folicular, e
espécie animal. Tais mudangas podem estar relacionadas as alteragdes funcionais
das células da granulosa e no transporte de nutrientes do plasma para o foliculo. A
degeneragao € acompanhada pela perda do odcito, das células da granulosa e de
receptores para varios horménios. Fatores como idade, estagio do ciclo
reprodutivo, gestacdo, lactagdo, equilibrio entre estrogenos e androgenos de
fontes intra e extra-ovarianas, nutricdo e isquemia tecidual, regulam a atresia
folicular (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Foliculos sédo considerados atrésicos se houver picnose nuclear nas células
da granulosa e se o odcito apresentar sinais de degeneragdo (ISRAELY et al.,
2003). Pode-se observar ainda descontinuidade da lamina basal, com numerosas
fioras de tecido conectivo ao redor, condensacdo de heterocromatina,
descontinuidade focal do oolema folicular, irregularidades no perfil nuclear, grupos
de gotas lipidicas ou pequenos vacuolos (CAMBONI et al., 2005).

A coordenacgao da formacgao folicular e o inicio da ativagdo dos foliculos
primordiais em roedores, associados ao tamanho do ovario, permitem o cultivo
desses orgaos inteiros e fazem com que eles sejam frequentemente utilizados
como modelos experimentais. Em primatas e ruminantes n&o ocorre o mesmo, ja
que sua formagao folicular inicia durante o desenvolvimento fetal e esta
permanece até que alguns foliculos sejam ativados e deixem o grupo dos foliculos
quiescentes. O inicio do crescimento folicular pode ser regulado primariamente por
uma possivel inibicdo proveniente da zona mais central da regido medular do
ovario. Se esta informacdo procede, pode-se explicar porque a maioria dos
foliculos primordiais é ativada quando fragmentos corticais ovarianos de bovinos
ou babuinos sdo colocados em cultivo, desde que a situacdo deles seja,

presumivelmente, livre da influéncia dessa inibicdo medular. Porém, quando se



cultivam ovarios inteiros de camundongas contendo todos os componentes
ovarianos, espera-se que haja a continuidade desse controle do numero de
foliculos primordiais ativados. Entretanto, isso ndo é obtido diretamente, o que n&o
da respaldo a hipétese de inibicdo medular. Outro fato, também contrario a essa
hipétese, € aquele que ocorre quando fragmentos corticais de ovarios bovinos ou
babuinos sdo enxertados in ovo (geralmente na membrana cério-alantéide - CAM),
e a ativagao espontanea dos foliculos ndo € observada (FORTUNE et al., 2000).

Teoricamente, existem cinco caminhos possiveis a maturagao oocitaria: o
auto, o alo ou o xeno-enxerto, a maturacao in vitro, e a transferéncia nuclear.
Cada uma dessas técnicas tem suas utilidades e limitacdes. Com relagdo ao auto-
enxerto as principais vantagens estao no retorno rapido e espontaneo a fertilidade
em fémeas ovariectomizadas, normalmente sem necessidade de terapia
hormonal, ndo havendo chance de rejeigcdo do enxerto, e por esse motivo, ndo ha
exigéncia de terapia imunossupressiva. Também n&o se tem relatos de
dificuldades na obtencao de foliculos maduros, e ndo esbarra em questdes éticas,
como por exemplo, a chance de transmiss&do de agentes infecciosos ou o risco de
alteracdo do genoma do receptor como ocorre no xeno-enxerto. No entanto, a
limitagdo do auto-enxerto, que também deve ser extensivel as demais técnicas de
enxertia, esta no desconforto do paciente que precisa ser monitorado com uma
maior frequéncia (AUBARD, 2003).

O enxerto ovariano preserva a fungdo deste 6rgdo e minimiza os efeitos
indesejaveis do climatério precoce em mulheres ovariectomizadas (STIFF et al.,
1997). Isto se deve ao fato de que o ovario de mamiferos, quando transplantado
para um sitio ectopico, torna-se hormonalmente competente e capaz de ovular
dentro de poucas semanas (DISSEN et al., 1994). No entanto, alguns problemas
técnicos relacionados aos transplantes, como a incerteza do sucesso na
revascularizagdo do orgao, rejeicdo do tecido transplantado e toxicidade das
drogas imunossupressoras, que em certos casos sSa0 nhecessarias,
frequentemente obscurecem o objetivo original de alguns trabalhos (WOOD,
1982).



Sao varias as aplicacbes da técnica de enxertia ovariana. Dentre elas
podemos especificar a manutencdo da fertilidade em mulheres portadoras de
cancer que necessitam submeter-se a se¢des de quimio e radioterapia, e tem
seus ovarios ou parte deles, criopreservados para apdés o tratamento serem re-
enxertados, em sua posicdo anatdbmica de origem (DONNEZ et al., 2004)
originando o nascimento de criangas saudaveis sem que nenhuma outra
intervencdo seja necessaria; ou no tecido subcutaneo do antebrago (OKTAY et al.,
2004) sendo nesse ultimo caso, necessaria a fertilizagao in vitro (FIV) para chegar-
se a gestacdo e nascimento. A preservagao da diversidade genética necessaria a
conservagao de animais ameagados de extingado, também constitui um emprego a
técnica de xeno ou alo-enxertia; entretanto, pode ser necessario utilizar técnicas
de criopreservagao ovariana, por ndo se ter um receptor exatamente no momento
requerido para o transplante (DEMIRCI et al., 2003). Além disso, o
desenvolvimento de foliculos ovarianos in vitro ainda é um desafio a ser vencido.
O objetivo desse tipo de cultivo é tentar reproduzir os processos que ocorrem in
vivo, investigando suas bases fisioldgicas para atingir um crescimento folicular
pleno, deixando-os aptos para serem submetidos aos procedimentos de
maturacéo e fertilizagao in vitro. (CECCONI, 2002).

Estudos experimentais estdo sendo executados com o objetivo de conhecer
a técnica cirurgica mais adequada e eficiente para realizagdo do enxerto, bem
como, quais locais do organismo permitem um melhor desenvolvimento do tecido
enxertado. Dentre eles, poucos nao obtiveram sucesso em seus resultados como,
por exemplo, o que foi realizado com enxerto de ovario integro na bolsa omental
de ratas, resultando em morte do tecido enxertado, sugerindo que o enxerto de
fragmentos ovarianos seja mais adequado pela facilidade de revascularizagéo
(BRITO et al., 2005). Entretanto, a maioria dos estudos realizados obteve éxito,
como por exemplo, aqueles em que o tecido ovariano foi transplantado
heterotopicamente para o antebrago (WOLNER-HANSSEN et al., 2005) e parede
abdominal em humanos (SCHMIDT et al., 2005), capsula renal (LEE et al., 2005),
tecido subcutaneo (ISRAELY et al., 2003), tecido muscular (ISRAELY et al., 2003)



de camundongos, omento maior em coelhas (ALBERTI et al., 2002), retroperiténio
de ratas (D’ACAMPORA et al., 2004), regido inguinal de ratas (CESCHIN et al.,
2004) e ortotopicamente para a bursa ovariana sem anastomose vascular em
ratas (GUNASENA et al., 1997; PETROIANU et al., 2004b; PETROIANU et al.,
2006).

Segundo YANG et al. (2006), pesquisas promissoras em animais tém
demonstrado que crias vivas podem ser obtidas a partir de odcitos de ovarios
enxertados tanto em locais ortotopicos quanto heterotopicos, mas ainda nao
existem estudos que comparem diretamente a qualidade dos odcitos produzidos
entre esses diferentes locais. Sabe-se que a localizagdo anatdomica escolhida para
receber o enxerto influencia diretamente em varios aspectos, dentre eles, o
numero e a qualidade dos odcitos produzidos a partir deles (YANG et al., 2006).
ISRAELY et al. (2003) explicam que isso pode ser devido a injuria sofrida pelo
tecido enxertado, denominada periodo de isquemia — reperfusao, que em roedores
oscila entre 24 e 48 horas pés-transplante, e perdura até haver uma estabilizagao
do novo suprimento vascular, bem como, dos danos sofridos pelas células
endoteliais e perivasculares.

DISSEN et al. (1995) e ISRAELY et al. (2003) afirmam que a durag&o da
isquemia e reperfusédo do tecido enxertado depende de uma série de fatores, tais
como tamanho do enxerto, local escolhido para transplanta-lo e presenca de
fatores angiogénicos. Esse periodo de tempo €, sem duvida, o fator determinante
para o sucesso da técnica, pois enquanto o enxerto permanece sem suprimento
sanguineo, suas células utilizam reservas intracelulares, aguardando a
vascularizagao pés-transplante. A neovascularizagdo estd acompanhada de um
aumento na expressao de genes que codificam fatores angiogénicos, fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), e transformagéo do fator de crescimento
B1 (TGFB-1). O procedimento de enxertia também interrompe a inervagdo do
ovario, que possui nervos intrinsecos e extrinsecos, os quais controlam o fluxo

sanguineo, bem como, influenciam no desenvolvimento folicular e oocitario.



Embora os enxertos ovarianos tornem-se revascularizados e reinervados,
todo esse processo pode desregular o sistema essencial ao crescimento normal
dos foliculos e odcitos, resultando num numero menor de od6citos competentes
(YANG et al., 2006). Dois estudos realizados com enxerto sob a capsula renal,
nao obtiveram uma sobrevivéncia folicular satisfatéria, mesmo sendo este local,
rico em suprimento sanguineo. Num deles, o tecido ovariano transplantado a
fresco sob a capsula renal de camundongas, resultou numa redugéo de 50% no
numero de foliculos (FELICIO et al., 1983); e em ovelhas, apenas 35% dos
foliculos sobreviveram (BAIRD et al., 1999). Outras alteragbées como uma redugéo
de 30-70% no tamanho do enxerto e proliferacdo de tecido fibroso também ja
foram relatadas (KIM et al., 2001). A maioria dessas altera¢cdes ocorre durante os
primeiros dias apos o transplante (FELICIO et al., 1983).

Enxertos heterotdpicos localizados abaixo da capsula renal de
camundongas produziram odcitos viaveis que se desenvolveram satisfatoriamente
apo6s uma FIV, gerando embrido que veio a termo numa gestagdo por mae
substituta (CARROL et al., 1990; WATERHOUSE et al., 2004). Entretanto, existe
apenas um relato de nascimento em animais, derivado de enxerto localizado no
tecido subcutaneo, ocorrido em macaco, resultante também de embrides que
foram transferidos para maes de aluguel (LEE et al., 2004). Um embrido humano
de quatro células foi produzido por injecao espermatica intracitoplasmatica num
oocito coletado de um tecido ovariano enxertado subcutaneamente na parede
abdominal. Entretanto, este embrido ndo se desenvolveu até o nascimento apds
ser implantado no utero da paciente (OKTAY et al., 2004).

Como pdde ser observado, o sucesso da técnica depende diretamente da
posicao escolhida para alocar-se o enxerto, possibilitando maior ou menor chance
de recuperar tanto o enxerto realizado quanto os foliculos nele contidos. A capsula
renal promove uma maior taxa de recuperacao folicular quando comparada ao
tecido subcutaneo; provavelmente, devido ao vasto suprimento vascular, que
facilita o estabelecimento do enxerto e o suporte adequado as suas células, em
contrapartida ao tecido subcutdneo que possui uma baixa vascularizacao
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(ISRAELY et al., 2003; YANG et al., 2006). Para LIU et al. (2003), o transplante de
ovario a esses outros locais do corpo, pode desregular varios processos intra-
ovarianos, deixando-o exposto a diferentes ambientes. Estes autores citam como
exemplo dessa situagdo, o enxerto realizado no tecido subcuténeo, regido que,
além de passar por alteragbes de pressdo, sofre constantes oscilagdes de
temperatura, danificando o citoesqueleto celular e a sequéncia de eventos
meioticos necessarios ao desenvolvimento oocitario satisfatorio.

PETROIANU et al. (2004a) afirmam que a maioria dos trabalhos
experimentais sobre transplante ovariano visa principalmente a manutencado da
funcdo endocrina e a restauracdo da capacidade reprodutiva. Porém,
histopatologicamente existem poucas avaliagées da viabilidade folicular e ovariana
para os diferentes sitios de tecido receptor e autotransplantado.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendagdes do Cddigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (1988), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal — SP, sob o protocolo 024676-06.
3.1. Animais e manejo

Foram utilizadas 60 ratas (Rattus novergicus) da linhagem Wistar, adultas,
pesando entre 200 e 300 gramas, procedentes do Biotério da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Aracatuba, e mantidas durante a fase experimental,
no Biotério do Laboratério de Reprodugdo Animal, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reprodugédo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Céampus de
Jaboticabal — SP.

ApoGs o transporte e chegada a este local, os animais foram submetidos a
quarentena, sendo mantidos durante todo o experimento em numero de quatro
animais por caixa (20x30x13 cm), tendo livre acesso a agua e ragao, apropriada

para a espécie’, além de sementes de girassol duas vezes por semana.
3.2. Grupos e tratamentos

Os 60 animais foram subdivididos aleatoriamente em seis grupos
experimentais de tratamento (Tabela 1).

! Labina Animais de Laboratdrio, Purina - Paulinia — Sdo Paulo
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Tabela 1 — Grupos e tratamentos experimentais preconizados para ratas
submetidas a ovariosalpingectomia bilateral e inser¢cdo de enxerto ovariano sob a
capsula renal (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

GRUPOS TRATAMENTOS (Remogao do enxerto)
24 H(n=10) Apbs 24 horas
72H (n=10) Apbs 72 horas
1S (n=10) Apo6s 1 semana
2S (n=10) Apos 2 semanas
3S(n=10) Apo6s 3 semanas
4S (n=10) Apo6s 4 semanas

n: numero de animais por grupo; H: horas; S: semanas.

3.3. Instrumental cirurgico

Para realizagdo dos procedimentos cirurgicos de ovariosalpingectomia e
auto-enxerto ovariano, foram utilizados instrumentais cirurgicos apropriados a
microcirurgia, incluindo tesouras, pingas (hemostaticas, para tecidos, de
dissecagdo e de campo), cabos para lamina de bisturi, e material auxiliar
(Apéndice A).

3.4. Procedimentos anestésicos e cirurgicos
Utilizou-se o protocolo de anestesia dissociativa composto por cloridrato de

xilazina? (10 mg/kg de peso corpdreo) e cloridrato de ketamina® (70 mg/kg de peso

corpéreo), misturados na mesma seringa de 1 mL e administrados por via

* Dorcipec, Vallée — Montes Claros-MG
’ Dopalen, Vetbrands — Jacarei-SP
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intramuscular (IM) na face interna do membro pélvico, sendo esta dose ajustada
individualmente durante o procedimento cirurgico para manutengado do plano
anestésico desejado (parametros fisiologicos estaveis e imobilidade, permitindo a
realizagdo da técnica cirurgica). Em roedores ndo sao necessarios jejum hidrico e
alimentar.

Os procedimentos cirurgicos realizados durante o experimento obedeceram
as técnicas basicas de incisdo e excisao de tecidos a saber. manutencdo da
hemostasia, manipulagdo e cuidados com os tecidos expostos, uso de suturas e
outros materiais para a restauracdo da estrutura anatdbmica e sustentacdo dos
tecidos durante a cicatrizagdo (HOLMBERG, 1998).

Apos tricotomia bilateral da regido sublombar, realizou-se anti-sepsia com
solugdo alcodlica de iodo a 2%, seguida pela colocagdo de panos de campo
(Figura 1.A).

Todos os animais foram submetidos a ovariosalpingectomia bilateral por
incisdo sublombar direita e esquerda de aproximadamente 1 cm, sempre caudal a
ultima costela (Figura 1.B), com lamina de bisturi n"23 apoiada em cabo n°4. Apds
identificagdo dos 6rgaos internos e tracionamento cuidadoso do pediculo ovariano
(Figuras 1.C e 1.D) utilizando gancho de ovario-histerectomia e pin¢a de tecido,
procedeu-se a ligadura deste por meio de sutura com fio absorvivel (catgut
simples 4-0 agulhado®) e posterior secgdo com tesoura imediatamente acima da
ligadura executada. As estruturas recém-ligadas foram cuidadosamente
inspecionadas, quanto a possiveis hemorragias e reposicionadas no abdémen.

Seguiu-se entdo, com a sutura simples separada dos planos muscular,
subcutaneo e dérmico com fio inabsorvivel (monofilamento nylon 5-0 agulhado®).

O ovario esquerdo removido junto com a tuba uterina correspondente
(Figura 1.E) foi cuidadosamente isolado desta e da bolsa ovariana com auxilio de
lupa, pingas e lamina de bisturi (Figura 1.F). Este ovario apds ser isolado, foi

seccionado, obtendo-se um fragmento cortical de aproximadamente 1mm?,

* Catgut, Brasuture - Sdo Sebastido de Grama - SP
> Nylon, Brasuture - S0 Sebastido de Grama - SP



14

tomando sempre a precaugdo de nao obter-se esse fragmento com foliculos
antrais visiveis. Esse fragmento foi imerso novamente em solug&o fisiologica
estéril até que fosse enxertado. Os ovarios direitos e tubas uterinas ipsilaterais
foram descartados.

Por ser o rim direito um 6érgdo anatomicamente mais caudal que o seu
contralateral e, portanto de acesso mais facilitado, este foi escolhido para ser
submetido ao procedimento de enxertia. Para tanto, apds a ovariosalpingectomia
direita, isolou-se o rim direito, apoiando-o de forma cuidadosa entre os dedos
polegar e indicador, procedendo-se pequena sec¢ado em sua capsula com auxilio
de pinga denteada (Figura 2.A). Apreendeu-se o fragmento previamente
selecionado e seccionado procedente do ovario esquerdo do mesmo animal,
inserindo-o cuidadosamente através da secgéo realizada (Figura 2.B). Feito isso,
alocou-se o fragmento no local desejado (Figura 2.C), retirou-se a pinga
promovendo uma hemostasia criteriosa com auxilio de compressas de gazes
estéreis por compressao local, evitando assim posteriores aderéncias. N&o
havendo sangramentos, o rim era devolvido a sua posi¢gao anatdbmica de origem
(Figura 2.D), perfazendo entdo as suturas dos demais planos cirurgicos (Figuras
2.E, 2.F, 3.A, e 3.B).

Ao final do procedimento cirurgico foi preenchida uma ficha (Apéndice B)
com os seguintes parametros: periodo de laténcia anestésica apds administragcao
intramuscular, grau de analgesia obtido, facilidade para execugdo das
ovariosalpingectomias, e insergdo do enxerto sob a capsula renal, adequagao do
instrumental cirdrgico aos procedimentos realizados, complicagbes transcirurgicas
e tempo transcirurgico.

No periodo de pds-operatério, foi realizada observacado diaria da ferida
cirurgica, principalmente com relagdo a sinais de hemorragia, deiscéncia de

pontos, e infecgdo.
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Figura 3 - Etapas do procedimento cirurgico de ovariosalpingectomia e
enxerto ovariano sob a capsula renal. A. Finalizacdo da
sutura na pele; B. Aspecto da sutura na pele apds a
finalizacao do procedimento.

3.5. Colheita de material

Seguindo o delineamento experimental, os animais foram submetidos a
anestesia geral com éter etilico por via inalatéria e sacrificados por deslocamento
cervical. Realizou-se a retirada em bloco do fragmento de tecido ovariano
enxertado sob a capsula renal e parénquima renal subjacente.

Durante a colheita algumas informagdes como facilidade para localizagao
do tecido enxertado, migragdo do enxerto, neovascularizagdo macroscopicamente
visivel, sinais de infecgao, alteracdo morfoldgica no 6rgéo receptor, rejeicao do
tecido enxertado e aspecto morfoldgico do utero, foram coletadas (Apéndice C).

Esfregacos vaginais foram realizados apds o sacrificio dos animais com o
intuito de conhecer a fase do ciclo estral que eles apresentavam no momento.
Para tal avaliacdo utilizaram-se os padrdes estabelecidos por LONG & EVANS
(1922) e COOPER et al. (1993).

O material obtido foi devidamente identificado por grupo e animal, imerso
em solugao de Bouin e enviado para processamento histologico.
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3.6. Histologia

Os fragmentos colhidos foram fixados em solugédo de Bouin (70% de
solugdo concentrada de acido picrico, 25% de formol comercial 40% e 5% de
acido aceético glacial) por 24 horas e processados de forma rotineira para inclusao
em Histosec® e obtencéo de cortes medindo 5 um de espessura. Uma secgao foi
montada em l|&dmina histolégica a cada 70 ym. Os cortes foram corados
posteriormente pela hematoxilina-eosina (HE) e tricrdbmico de Masson (TM)
conforme BEHMER et al. (1976).

Os foliculos visualizados foram contabilizados e devidamente classificados
guando evidenciavam o nucleo do oécito. A analise morfométrica foi feita com
auxilio de uma ocular micrométrica, e objetivas de 10x, 20x, e 40x, a depender do
tamanho do foliculo. A morfometria dos foliculos ovarianos classificados em
normais foi realizada por medi¢des do didmetro do nucleo do odécito e odcito. Além
disso, foram feitas duas medigdes do didmetro folicular (menor e maior obtendo-se
a média), tendo como limite a camada de células da Teca externa, e por
referencial o nucleo do odcito. Para efeito de calculo estereoldgico, os foliculos
foram considerados como estruturas esféricas. As devidas corre¢des e estimativas
de populagdo folicular foram calculadas com a utilizagdo da férmula de
GOUGEON & CHAINY (1987):

NoXStth
Nt =

Sono

Sendo: Nt = numero total de foliculos calculado para cada tipo; N, = numero de
foliculos observados no ovario; S; = total de sec¢gdes no ovario; ts = espessura da
secgao (um); Sp = numero total de secgdes observadas; e dp = didmetro médio do
nucleo de cada tipo de foliculo.

A avaliacdo da area folicular total observada nos grupos experimentais foi
realizada tomando-se por base a soma das propor¢cdes existentes de cada

categoria, multiplicadas pela area dos mesmos (41r%) a cada 100 foliculos
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contabilizados. Todos os parametros coletados para esta finalidade foram de
foliculos considerados normais.

Foram observadas também caracteristicas como presenga ou auséncia, e
tipo do suprimento vascular para o tecido enxertado, processo hemodinamico

evidente, sinais de infeccao ou inflamacgéo, e luteinizagao (Apéndice D).

3.7. Parametros de avaliagao

Os foliculos ovarianos visualizados foram classificados morfologicamente
de acordo com PEDERSEN & PETERS (1968).

Os foliculos também foram classificados qualitativamente em normais ou
degenerados de acordo com ISRAELY et al. (2003).

A classificacao para citologia vaginal foi baseada nos critérios estabelecidos
por LONG & EVANS (1922) e COOPER et al. (1993).

3.8. Analise estatistica

Os dados relativos ao procedimento cirurgico, morfologia do rim e tecido
enxertado, e area folicular total foram expressos descritivamente.

As proporgdes entre os diferentes foliculos ovarianos (normais e atrésicos)
em funcdo do tempo de enxerto foram comparados pelo teste de qui-quadrado
(p<0,05). Os didmetros nuclear, oocitario e folicular foram comparados entre as
categorias foliculares por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05) utilizando o programa GraphPad InStat (verséo 3.06).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Procedimento cirurgico

Nos estudos realizados sobre auto-enxerto ovariano, a rata € o animal mais
utilizado para comparagéao de resultados morfologicos e por este fato, foi a espécie
escolhida para a realizacdo do presente trabalho. Apresenta ciclo estral que se
completa num periodo de quatro a cinco dias, ideal para estudar a recuperacao da
fungcdo ovariana em um periodo curto de avaliacdo pos-cirurgica (GUYTON &
HALL, 1997). Além disso, a mesma apresenta-se como animal de facil manuseio,
obtengcdo e manutengao.

Optou-se pela técnica de enxerto ovariano como forma de cultivo in vivo de
foliculos por essa ser realizada com sucesso em roedores. Além disso, ja foi
reportado na literatura o desenvolvimento satisfatério de foliculos primordiais
humanos quando transplantados para camundongas imunossuprimidas (OKTAY
et al., 1998) e o nascimento de ratos e camundongos apés fertilizagao in vitro de
oocitos viaveis obtidos apos xeno-enxerto realizado sob a capsula renal (CARROL
et al., 1990; WATERHOUSE et al., 2004).

Como sitio receptor escolheu-se a regido subcapsular do rim por varios
motivos dentre eles: a mesma origem embrioldgica do trato reprodutivo e o fato
deste, poder proporcionar um suporte vascular adequado ao tecido enxertado, ja
qgue os rins recebem aproximadamente 20 a 25% do débito cardiaco, a despeito
do fato desses o6rgdos representarem menos de 1% do peso total do corpo,
resultando numa velocidade e intensidade de fluxo sanguineo maior que aquela
presente em o6rgdos como cérebro, figado e coragdo (CHRISTIE & BJORLING,
1998).

A viabilidade folicular observada no presente estudo corroborou com o
sucesso obtido por CORLETA et al. (1998). Esses autores referenciam que a
realizagdo do enxerto utilizando fragmentos de tecido ovariano garante uma maior

viabilidade folicular quando comparada aquela realizada com o 6rgao inteiro.
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O tempo médio das intervengdes cirurgicas foi de 24 minutos, incluindo-se
neste periodo, a execugao das ovariosalpingectomias, selegédo e fragmentagao do
tecido a ser enxertado, insercdo do enxerto sob a capsula renal, diérese e sutura
dos planos cirurgicos. O tempo desses procedimentos consta da tabela 2.

Os resultados obtidos foram considerados excelentes, por tratar-se de uma
técnica de metodologias cirurgicas ainda ndo conhecidas, e que teve que ser
aperfeicoada ao longo do experimento. Esses tempos foram diminuidos a medida
gue se praticavam os procedimentos e a equipe adquiria entrosamento.

As ovariosalpingectomias e a inser¢do do enxerto foram de facil execugao
em todos os animais, sendo o excesso de gordura abdominal a principal
dificuldade encontrada.

O instrumental cirdrgico escolhido também foi considerado adequado
oferecendo precisdo de movimentos e manobras cirurgicas necessarios a

execugao das técnicas sem causar injurias ou lesdes aos 6rgaos manipulados.

Tabela 2 - Tempo médio, minimo e maximo da laténcia anestésica e dos
procedimentos cirurgicos realizados em ratas (FCAV, Campus de Jaboticabal —
UNESP / 2007).

TEMPO DOS PROCEDIMENTOS (minutos)

" INSERCAO
LATENCIA TEMPO
h OVARIOSSALPING. DO
ANESTESICA ENxErTo  TOTAL
MEDIA 3,35 6,25 1,26 24,12
MiNIMO-
MAXIMO 0,0-9,0 2,28 20,5 0,15-527  11,5-42,11

Quanto ao protocolo anestésico, tem-se dado preferéncia a associacao
xilazina-ketamina devido a abolicdo do efeito depressor profundo provocado pela

xilazina, bem como a aboli¢gdo da catatonia que a ketamina produz.
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O tempo médio de laténcia anestésica observado foi de 3,35 minutos apos
administracao intramuscular sendo considerado adequado quando comparado as
informagées disponiveis na literatura (SPINOSA & GORNIAK, 1999). Segundo
esses autores, a xilazina tem uma intensidade e duracdo dos efeitos dose-
dependente, mas que de modo geral, seu efeito perdura por 30 a 60 minutos;
dados estes comprovados e que foram suficientes a execugédo dos procedimentos
cirurgicos preconizados nesse trabalho.

O grau de analgesia obtido durante os procedimentos foi de bom a
excelente em 80% (48/60) dos casos permitindo a realizagdo dos procedimentos
cirurgicos com tranquilidade e seguranca necessarios. Em 20% (12/60) dos
animais observou-se dispnéia no transcirurgico; nesses casos o0 grau de analgesia
obtido foi de ruim a regular necessitando de 0,3 sobredoses anestésicas (3 mg/kg
de cloridrato de xilazina e 21 mg/kg de cloridrato de ketamina) em média por
animal, sendo a técnica exequivel, apos ajuste da dose. Esses ultimos
apresentavam excesso de tecido adiposo na cavidade abdominal. Esta pode ser a
causa para o nao aprofundamento do plano cirurgico, devido a redistribuicdo nos
compartimentos de gordura que ocorre em decorréncia da alta lipossolubilidade da
ketamina (FANTONI et al., 1999).

Houve cinco 6bitos nas primeiras 24 horas de pds-cirurgico, sendo dois
animais pertencentes ao grupo 2S, dois ao grupo 1S e um ao grupo 24H. A causa
da morte desses animais nao pode ser determinada, e os mesmos nao foram

utilizados para fins de avaliagdo morfologica e histopatologica.

4.2. Analise morfolégica

Todos os parametros morfolégicos observados foram compativeis com os

achados em tecidos normais.
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Tabela 3 — Analise morfologica realizada durante a colheita do material quanto a
facilidade de localizagdo e migragdo do enxerto, neovascularizagdo e infecgéo
visivel nos diferentes grupos experimentais (FCAV, Campus de Jaboticabal —
UNESP / 2007).

PARAMETRO AVALIADO

GRUPO c;ﬁgkg 5O DO R  NEOVASCULARIZAGAO  INFECGAO
SIM___NAO SIM_NAO __ SIM NAO SIM___NAO

24H (n=9) 9 0 0 9 0 9 0 9

72H (n=10) 8 > 1 9 8 2 0 10

1S (n=8) 7 1 0 8 8 0 0 8

2S (n=8) 7 1 1 7 8 0 1 7

3S (n=10) 9 1 3 7 9 1 0 10

4S (n=10) 9 1 3 7 10 0 0 10

TOTAL (n=55) 49 6 8 47 43 12 1 54

TOTAL (100%) 89 11 14 86 78 22 2 98

24H: grupo que teve o enxerto removido apds 24 horas; 72H: apds 72 horas; 1S: apdés uma
semana; 2S: apds dois semanas; 3S: apos trés semanas e 4S: apds quatro semanas.

Todos os fragmentos ovarianos foram enxertados sob a capsula renal, na
borda cranial do rim direito. Considerou-se caso de migragdo, quando o tecido
enxertado foi localizado fora deste posicionamento. Houve migragdo do enxerto
em 14% (8/55) dos casos. Porém, mesmo havendo migracdo de alguns, na
maioria dos casos, cerca de 89% deles (49/55), foi facil localizar o tecido
enxertado.

Com isso, o rim, na qualidade de tecido receptor, demonstrou possuir todas
as caracteristicas esperadas de um bom sitio receptor; pois, ofereceu todas as
condi¢gdes necessarias ao desenvolvimento do fragmento ovariano, demonstrou
facilidade para localizagdo e baixa taxa de migragdo do tecido enxertado. O
suprimento vascular oferecido pelo sitio receptor ao enxerto foi rapidamente
restabelecido e, portanto considerado satisfatorio.

Em 2% (1/55) dos casos houve sinais de infecgdo ao redor do ponto de
sutura realizada no pediculo ovariano que aderiu a borda caudal do rim direito. A

incidéncia de infeccdo, em feridas cirurgicas e 6rgaos internos manipulados
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durante os procedimentos cirurgicos, € de aproximadamente 5% (ROSIN et al.,
1998). A baixa porcentagem de animais acometidos por infecgdo indica que este
experimento foi executado dentro dos padrdes aceitaveis estabelecidos pela
literatura; podendo assim, inferir-se que as técnicas de cuidado na manipulagao
cirurgica de tecidos expostos foram criteriosamente seguidas.

Tabela 4 — Analise morfologica realizada durante a colheita do material quanto a
alteracdo no rim, rejeicdo do enxerto e morfologia uterina nos diferentes grupos
experimentais (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

PARAMETRO AVALIADO
ALTERAGAO REJEIGAO DO MORFOLOGIA
GRUPO NO RI:\;II ENX?ERTO UTERINA
SIM NAO SIM NAO  DIMIN. NORMAL AUMENT.
24H (n=9) 3 6 0 9 0 9 0
72H (n=10) 0 10 0 10 1 9 0
1S (n=8) 0 8 0 8 0 6 2
2S (n=8) 0 8 0 8 2 6 0
3S (n=10) 0 10 0 10 0 10 0
4S (n=10) 0 10 0 10 1 9 0
TOTAL (n=55) 3 52 0 55 4 49 2
TOTAL (100%) 5 95 0 100 7 89 4

Idem legenda tabela 3.

N&o houve rejeicdo do tecido enxertado em nenhum dos animais (0/55). A
analise morfologica realizada macroscopicamente no rim revelou que 33% (3/9)
dos animais do grupo 24H evidenciaram sinais de sangramento subcapsular
devido a manipulagdo cirurgica ainda recente desse 6rgédo. Entretanto em 94%
(3/55), ou seja, na maioria dos animais avaliados durante o experimento, néo
houve quaisquer alteracdes. As lesbes ao parénquima renal em decorréncia de
um traumatismo contuso podem variar desde um sangramento subcapsular
pequeno, acompanhado de hematuria, até a fragmentagdo deste érgéo, em que
pode ocorrer a morte do individuo em decorréncia da exsanguinagédo, choque
hemorragico, ou insuficiéncia renal aguda (CHRISTIE & BJORLING, 1998). Esses
resultados demonstram que o tecido renal possui uma boa capacidade de
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recuperacdo e que os procedimentos cirurgicos realizados foram pouco
traumaticos.

A morfologia uterina, no momento da colheita do material, foi considerada
normal em 89% (49/55) das ratas, demonstrando que os padrdes estabelecidos
para esta espécie foram mantidos apds o enxerto de tecido ovariano e que houve
atividade hormonal adequada. Considerou-se que a morfologia uterina estava
diminuida quando a vascularizagdo na camada serosa do utero nao era facilmente
visualizada e o diametro dos cornos uterinos apresentava-se menor que o normal
para a espécie; e consequentemente observou-se uma morfologia aumentada
quando a vascularizagao uterina era facilmente observada e o didametro dos
cornos estava maior que o fisiolégico para a espécie em questao.

Todos os animais foram submetidos ao estudo da citologia vaginal para
descrigao da fase do ciclo estral, apos a colheita da pega cirurgica (enxerto sob a
capsula renal). Os resultados obtidos para cada fase do ciclo estral em fungao do
tempo de enxertia estdo expostos na figura 4.
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Figura 4 - Histograma da fase do ciclo estral em fung&o do tempo de
enxerto ovariano em ratas.
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Os esfregagos foram avaliados a fresco, sem coloragao, e conduzidos sob
aumento de 40X, para observacao das caracteristicas celulares, de acordo com o
ciclo ovariano, tomando por base os estudos publicados por COOPER et al.
(1993) em cobaias, e por LONG & EVANS (1922) em ratas. Esses autores
observaram que a relag&o entre o estrogénio ovariano e a citologia vaginal, em
ratas, € representada por um ciclo ovariano com duragdo meédia de quatro dias,
dividido em trés fases distintas: a. diestro - caracteriza-se por concentracdes
baixas de estrogénio e esfregagos vaginais com predominio de leucécitos e
algumas células epiteliais corneificadas em permeio; esta fase € considerada
como preé-ovulatoria; b. proestro - ha um aumento da concentragédo do estradiol, e
no esfregago vaginal, predominam células polimorfonucleadas, dispersadas ou
acumuladas; esta € a fase em que ocorre a ovulagao; c. estro - ha queda dos
niveis de estradiol e predominio de células epiteliais, escamosas corneificadas;
esta € a fase pos-ovulatoria.

A citologia vaginal realizada as 24 horas revelou que havia uma distribuigdo
variavel entre as diferentes fases do ciclo estral (proestro, estro, metaestro e
diestro). As 72 horas, observou-se que todos os animais encontravam-se em
diestro. Considerando-se que a duragao do ciclo estral da rata seja de quatro a
cinco dias, e que neste periodo apenas alguns animais demonstraram
neovascularizagdo do enxerto, ou seja, ainda ndo estando concluido o periodo de
isquemia — reperfusdo, o organismo ainda nao havia detectado atividade hormonal
ciclica proveniente do tecido recém-enxertado. Contudo, a partir de uma semana
todos os animais demonstraram neovascularizagdo ao exame histopatologico, o
que justifica o padrdo de citologia vaginal encontrado, com distribuicdo variavel
entre as fases do ciclo estral semelhante aquele observado as 24 horas.

Todos os animais apresentaram completa cicatrizacdo de pele, subcutaneo
e musculatura abdominal apdés uma semana de procedimento cirdrgico e 0s
achados morfologicos revelaram que houve um retorno rapido e esponténeo a

ciclicidade ap6s enxerto do fragmento ovariano sob a capsula renal.
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4.3. Andlise histopatologica
4.3.1. Morfologia dos foliculos pré-antrais e antrais

Procedendo-se a leitura das laminas dos ovarios enxertados sob a capsula
renal os foliculos pré-antrais foram classificados em primordial (Figura 5.A e 6.A),

transi¢cao (Figura 5.A, 5.B e 6.A), primario (Figura 5.C) e secundario (Figura 5.D e
6.A).

Figura 5 - Fotomicrografia de ovario de rata (regido cortical): A. Foliculo
primordial (FP) e foliculos de transicao (FT); B. Foliculos de
transicdao (FT); C. Foliculo primario; D. Foliculo secundario.

Nucleo do odcito (no), odcito (*) e células da granulosa (g). HE,
40x.
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E os foliculos antrais foram classificados em antral inicial (Figura 6.B), antral
(Figura 6.C) e pré-ovulatério (Figura 6.D).

Figura 6 - Fotomicrografia de ovario de rata (regido cortical): A. Foliculos pré-
antrais: primordial (FP), de transicdo (FT), e secundario (F2"). HE,
20x; B. Foliculo antral inicial com duas pequenas cavidades antrais
em formacao. HE, 20x; C. Foliculo antral contendo um unico antro.
HE, 20x; D. Foliculo pré-ovulatério com antro repleto de fluido
folicular e células do cumulus oophorus circundando o odcito. HE,
10x. Células da Teca (seta preta), odcito (*), antro (a), células da
granulosa (g), células do cumulus oophorus (c).

Essas duas classificagdes seguiram os padroes morfologicos estabelecidos
por PEDERSEN & PETERS (1968) e foram realizadas tanto nos fragmentos
ovarianos enxertados quanto naqueles ovarios inteiros removidos apdés

ovariosalpingectomia.
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Morfologicamente, n&o foram constatadas diferengas entre aqueles foliculos
presentes no ovario de rata enxertado sob a capsula renal e no érgéo in situ. Este
fato comprovou que o rim além de permitir um desenvolvimento folicular
satisfatorio, ndo restringe o processo de crescimento folicular, principalmente das
categorias antrais, que acabam por ocupar uma area consideravel de parénquima.

As caracteristicas morfoldgicas para classificacdo qualitativa dos foliculos
em atrésicos (picnose nuclear das células da granulosa e sinais de degeneragao
do odcito, como condensagdo de sua cromatina), estabelecidas por ISRAELY et
al. (2003), foram adequadas ao sistema de avaliagdo histopatolégica adotado
neste estudo, permitindo a visualizagdo de foliculos em diferentes graus de
atresia. Porém, este tipo de caracterizagédo nao foi objeto desse estudo.

Os foliculos que nao apresentaram quaisquer sinais de atresia foram
classificados em normais dentre as categorias estabelecidas por PEDERSEN &
PETERS (1968). Todas as caracteristicas preconizadas por esses autores foram
observadas durante o processo de avaliagao preconizado nesse estudo, indicando
que nao houve alteragdo morfolégica dos foliculos em desenvolvimento no

enxerto.

4.3.2. Morfometria dos foliculos pré-antrais e antrais

Com o objetivo de conhecer se o desenvolvimento folicular das ratas foi
comprometido pela execugéo da técnica de auto-enxerto realizada sob a capsula
renal foram aferidos 100 unidades dos foliculos primordiais, transicdo, primario,
secundario e antral inicial, além de todos os foliculos antrais (n=70) e pré-
ovulatérios (n=22) contabilizados, obtendo-se a média e os valores maximos e
minimos dos parametros aferidos (um) (Tabelas 5 e 6).

Os resultados desta analise morfométrica revelaram uma progressao de
todos os diametros aferidos em conformidade com o estagio de desenvolvimento
folicular. A avaliagdo do parametro nucleo do odcito demonstrou diferenca
estatistica a partir da categoria de foliculo secundario. Enquanto que, para os
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parametros do odcito e foliculo, as diferencas foram observadas a partir do foliculo
primario.

Os resultados obtidos a partir dessa avaliagdo n&o puderam ser
comparados aos da literatura devido a escassez de informacgdes publicadas a
respeito da morfometria folicular em ratas, podendo-se apenas inferir que n&o ha
restricbes ao desenvolvimento e crescimento foliculares quando o tecido ovariano

é enxertado heterotopicamente sob a capsula renal.

Tabela 5 - Média e limites minimo e maximo dos didmetros (um) nuclear oocitario,
oocitario e folicular nas diferentes categorias de foliculos pré-antrais em fungdo do
tempo de enxerto (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

Diametro (um)

Parametro
Primordial Transigao Primario Secundario
Nucleo do 11,292 11,00° 12,29° 19,02b
Oécito (7,2-14,4) (8,4-14,4) (8,4-19,2) (10,8-26,4)
Oécito 16,092 17,652 24,34 45,19°
(12-22,8) (12-31,2) (15,6-42) (24-72)
Foliculo 25,692 31,712 51,77° 129,25°¢
(15,6-38,4) (21,6-54) (30-90) (56,4-276)
n= 100 100 100 100

a, b, ¢, d: letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes, ANOVA,
Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 6 - Média e limites minimo e maximo dos didmetros (um) nuclear oocitario,
oocitario e folicular nas diferentes categorias de foliculos antrais em fungcédo do
tempo de enxerto (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

Diametro (um)

Parametro
Antral Inicial Antral Pré-Ovulatorio
] . 21,31° 21,39°¢ 29,55°
Nucleo do Oocito (14,4-28,8) (16,8-26,4) (26-32,5)
Obcito 52,80 °¢ 61,23¢ 85,39 ¢
(36-72) (38,4-93,6) (65-104)
Foliculo 176,93°¢ 356,52 ¢ 1122,73¢
(98,4-492) (156-783,6)  (679,25-1446,2)
n= 100 70 22

Idem legenda tabela 5.

4.3.3. Avaliagao quantitativa e qualitativa dos foliculos pré-antrais e antrais

Os dados obtidos a partir da contagem dos foliculos normais (Tabela 7) e
atrésicos (Tabela 8) encontrados nos ovarios enxertados sob a capsula renal
foram convertidos em propor¢des de foliculos em funcédo do tempo de enxerto.

Pode-se observar analisando os dados referentes a esta avaliagdo que as
alteracbes nas propor¢gdes de foliculos normais e atrésicos em funcdo dos
diferentes tempos de pos-cirurgico foram:

24 — 72 h: A maioria das variaveis foliculares estudadas ndao mostrou alteracdes
significativas neste periodo devido ao curto espago de tempo decorrido apds o
procedimento de enxertia. Nesse periodo, a nutricdo dos foliculos provavelmente
ainda ocorre pela utilizagdo de suas reservas intracelulares, permanecendo assim
até que a reperfusdo seja iniciada (D’ACAMPORA et al., 2004). Nesta situagao, as
categorias foliculares mais afetadas s&o aquelas de maior exigéncia em
nutrientes, ou seja, a de foliculos antrais. Dentre esses, a subcategoria mais
numerosa, neste periodo, foi a de foliculos antrais iniciais. Por este motivo, houve

uma maior demanda de nutrientes por esse grupo de foliculos sem o suprimento
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sanguineo necessario ao seu estagio de desenvolvimento, fazendo com eles

fossem os mais afetados.

Tabela 7 - Proporgdes (%) dos diferentes foliculos ovarianos normais em fungéo
do tempo de enxerto (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

Tempo Foliculo
de -
enxerto  Primord. Trans. Primar. Secund. A.nicial Antral 05;?;t.
24 H 29,82 55,02 91°2 47°2 1,2° 0,22 02
72 H 31,1 526% 11,0°  4,3° 05° 052° 0°
18 11,0° 5572 201° 562" 1,78 22 0,6°°
25 15,9¢  58,7° 148°  54° 3,3° 1,1¢  03°
3S 12,9°  38,7° 20,8° 7,2°° 56¢ 339 08°
4S 17,9¢ 357° 173¢ 75° 9,8° 38°  1,0°

24H: grupo que teve o enxerto removido apds 24 horas; 72H: apds 72 horas; 1S: apdés uma
semana; 2S: apds dois semanas; 3S: apos trés semanas e 4S: apds quatro semanas.

a, b, ¢, d, e: letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo
Teste x? (p<0,05).

Tabela 8 - Proporgdes (%) dos diferentes foliculos ovarianos atrésicos em fungéo
do tempo de enxerto (FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP / 2007).

Tempo Foliculo
de -
enxerto Primord. Trans. Primar. Secund. A.lnicial Antral ot&ﬁt.
24 H 0 0 0° 0° 0° 0° 0°
72 H Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
1 S Oa 1 ,6b,C 1 ,4b Oa Oa Oa Oa
28 0° 0,4° 0,3° 0° 0° 0° 0°
35 2,7° 2,2° 54° 03" 0° 0° 0°
45 1,6° 1,00 36° 08 0° 0® 0®

Idem legenda tabela 7.
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No periodo de 24 a 72 horas houve um pequeno aumento de 5% no
percentual da area total ocupada por foliculos no parénquima ovariano que fora
enxertado, provavelmente devido as pequenas alteragdes observadas nas
categorias foliculares.

72 h - Uma _semana: Ao final deste periodo todas as amostras revelaram

neovascularizagdo ao exame histopatoldgico, passando do estagio de isquemia a
reperfusdo. Foi possivel demonstrar em estudos anteriores que houve
degeneragao de foliculos primordiais devido a isquemia (NISOLLE et al., 2000).
Os achados deste estudo corroboram com esta informacéao, pois houve diminuicao
apenas desta categoria folicular no periodo de 72 horas a uma semana. Foliculos
atrésicos de transicdo e primarios, que nao existiam no periodo anterior, surgiram
neste intervalo de tempo, sugerindo que estes sejam os tipos foliculares mais
sensiveis as variagdes sofridas no periodo de isquemia-reperfusao.

O aumento na propor¢ao de foliculos primario, antrais iniciais, antrais e pré-
ovulatorio indicam reinicio da atividade ovariana. Isso pode ser justificado pelos
resultados obtidos da citologia vaginal, onde as 72 horas todos os animais
encontravam-se em diestro, indicando a influéncia de progestagenos, e uma
semana depois, alguns animais (62%) apresentavam citologia vaginal compativel
com estro. Sabe-se que as células da granulosa e tecais, presentes em maior
numero na parede dos foliculos antrais, estdo envolvidas na producédo de
substéncias estrogénicas, a partir do colesterol, que quando liberadas na corrente
sanguinea conduzem a manifestagédo de estro (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Baseado
nessas informagdes pode-se inferir que a retomada da atividade ovariana ocorreu
apds a neovascularizagdo que influenciou o desenvolvimento e crescimento dos
foliculos antrais, e estes por sua vez, liberaram estrégenos na corrente sanguinea,
levando a manifestagdo do estro nesses animais. Assim, o crescimento desses
foliculos ocasionou o aumento de 412% na area total ocupada por foliculos no

parénquima ovariano que foi enxertado sob a capsula renal.
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Uma semana — Duas semanas: A maior propor¢cao de primordiais neste periodo

pode ser devido a enxertia de um maior numero desses foliculos no ato do
procedimento cirurgico, ja que nao houve como contabilizar com exatiddo o
numero de foliculos contido no fragmento cortical ovariano selecionado e
enxertado no momento da cirurgia.

O aumento na proporcédo de antrais iniciais acompanhado pelo declinio na
propor¢cao de primarios, normais e atrésicos, indicaram o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais a antrais.

No periodo em questdo, houve uma diminuigdo na area total ocupada por
foliculos no parénquima ovariano enxertado em 37%, € uma queda na proporgao
de foliculos antrais, fenbmenos estes observados apenas neste periodo. Isso
sugeriu algum grau de sofrimento do tecido enxertado e dos foliculos em estagios
mais adiantados de desenvolvimento, provavelmente em decorréncia do tempo a
que esses tecidos foram submetidos a anodxia ou hipdxia, o que pode ter
ocasionado o surgimento dessas lesbes quando estes foram reoxigenados
(ANDRADE et al.,, 2004). Esse aparente paradoxo pode ser explicado pela
formagcdo de radicais livres de oxigénio a partir das primeiras moléculas de
oxigénio que chegam ao tecido apos o restabelecimento do fluxo sanguineo
(BOGLIOLO et al., 1993).

Duas — Trés semanas: Para este periodo, os resultados demonstram uma

estabilizacdo do suprimento sanguineo, e consequentemente do desenvolvimento
folicular. Esse fato ficou evidente ao perceber-se que houve uma diminuicdo na
proporcao de foliculos primordiais e de transicdo, acompanhado por um aumento
significativo de todas as demais categorias foliculares. Outro fato interessante é
que houve aumento na proporgéo de foliculos atrésicos para todas as categorias
de pré-antrais, sugerindo uma degeneragdo folicular em fungdo do
desenvolvimento dos foliculos a estagios antrais; que também ocorre no ovario in
situ (HIRSHFIELD, 1988).
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Conforme o esperado, a area total ocupada por foliculos no parénquima
ovariano enxertado voltou a aumentar (123%), apds a estabilizagdo da nutrigdo
para o tecido enxertado, garantida pela boa interagdo estabelecida entre o enxerto

e o sitio receptor.

Trés — Quatro _semanas: O comportamento do tecido ovariano enxertado

observado neste periodo foi semelhante aquele visto no periodo de uma a duas
semanas, sugerindo uma ciclicidade de eventos intra-ovarianos.

Provavelmente houve uma melhoria no suprimento sanguineo deste
periodo em detrimento do anterior, reduzindo a competi¢cdo por nutrientes, pois as
proporgdes de foliculos pré-antrais atrésicos foi menor. Neste periodo o aumento
da area total ocupada por foliculos no parénquima ovariano enxertado foi de 24%.

Normalmente, ha uma reduc¢do de 30-70% no tamanho do enxerto durante
os primeiros dias apds o transplante (KIM et al., 2001). indices semelhantes (37%)

foram observados neste estudo apenas no periodo de uma a duas semanas.
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Figura 7 - Histograma do numero total de foliculos pré-antrais em
funcao do tempo de enxerto ovariano em ratas.
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4.3.4. Suprimento vascular para o tecido enxertado

O suprimento vascular oferecido pelo sitio receptor escolhido (sob a
capsula renal) ao tecido enxertado (cortex ovariano) foi considerado igual aquele
existente no ovario in situ de rata a partir de uma semana apos a realizacdo do
enxerto. Anteriormente, o tecido ovariano enxertado foi submetido ao periodo
denominado de isquemia — reperfusao, que neste estudo foi compreendido entre
24 horas e uma semana, diferindo dos resultados de ISRAELY et al. (2003), que
afirmaram que este periodo em roedores oscila de 24 a 48 horas. Porém, esta
divergéncia pode ser explicada por diferengas no protocolo escolhido para
realizacdo do enxerto; por exemplo, com relacdo a escolha dos locais para
receber os enxertos, pois os tecidos subcutaneo e intramuscular, estudados por
estes autores, possuem um tipo de vascularizacdo diferente daquele encontrado
sob a capsula renal, bem como pelo tamanho do fragmento enxertado menor
(0,75mm°) que aquele adotado nesse estudo (1mm?), o que pode ter ocasionado
uma revascularizagdo mais rapida do primeiro; além disso, as espécies estudadas
foram diferentes podendo haver diferencas na concentracdo de fatores
angiogénicos existentes no ovario da camundonga e da rata.

No grupo 24H nenhuma das amostras demonstrou neovascularizagdo
macroscopicamente visivel nem tampouco, ao exame histopatologico. A
neovascularizagdo no enxerto foi macroscopicamente detectavel em 78% (43/55)
dos casos, sendo possivel essa visualizagdo em alguns animais do grupo 72H.
Vasos sanguineos foram visualizados histologicamente em algumas amostras
deste grupo, porém esta neovascularizagao consolidou-se no grupo 1S, no qual
todas as amostras avaliadas possuiam desde vénulas até artérias de médio
calibre (Figura 10.A). Este mesmo padrdo vascular foi observado em todas as
amostras dos grupos 2S, 3S e 4S, e € histologicamente semelhante aquele
encontrado no ovario in situ de rata (Figura 10.B).
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Figura 10 - Fotomicrografias de tecido ovariano A. enxertado sob a capsula
renal e obtido apés uma semana (Grupo 1S). B. rata controle.
Notar vénula e seu respectivo lumen repleto de hemacias (LV);
e artéria de médio calibre em corte transversal evidenciando
lumen (LA), membrana elastica interna (*), tunica intima (»),
média (**) e adventicia (seta preta). HE, 40x.

4.3.5. Luteinizagao

No presente estudo, corpos luteos puderam ser observados 72 horas apds
o procedimento cirurgico de inser¢cado do tecido ovariano sob a capsula renal em
10% (1/10) dos animais. Uma semana apos a realizagdo do enxerto, 38% (3/8)
dos animais evidenciaram corpos luteos de diversos tamanhos ao exame
histopatologico. E a partir de duas semanas todas as amostras continham essa
estrutura (Figura 11). Resultados semelhantes foram observados por
D’ACAMPORA et al., (2004). Isso pode ser explicado pela ciclicidade e
estabilizacdo do suprimento sanguineo atingidas ap6s uma semana,
provavelmente devido ao desenvolvimento dos foliculos que podem ter atingido o
tamanho propicio a ovulagédo (HURD, 1998).
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Figura 11 - Histograma da presenga de corpo luteo (%) em fungéo do tempo em
animais enxertados.

Figura 12 - Fotomicrografia de ovario enxertado sob a capsula renal de rata
apos uma semana. Notar corpo luteo (CL), capsula renal (CR) e
parénquima renal (PR). TM, 10x.
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4.3.6. Parénquima renal

Nao foram verificados danos ao parénquima renal em nenhum dos tempos
de pos-cirurgico avaliados (Figura 13). Houve uma interagéo satisfatoria entre os
tecidos, receptor e enxertado, visualizada macroscopicamente e comprovada ao
exame histopatologico. Porém, alteragdes subcapsulares, como o acumulo de
hemacias, foram visualizadas macroscopicamente em alguns animais do grupo
das 24 horas (Figura 14.A), e histopatologicamente até 72 horas depois (Figura
14.B), provavelmente em decorréncia do procedimento cirurgico ainda recente.
Essas alteragcdes desapareceram por completo, havendo uma proliferacao das
células presentes na capsula renal com total separagao entre os tecidos, apos
uma semana (Figura 14.C) assim permanecendo nos demais periodos avaliados
(Figura 14.D); evidenciando que os tecidos recuperaram-se rapidamente dos
procedimentos cirurgicos a eles impostos, com preservagado de suas respectivas

funcoes.

Figura 13 - Fotomicrografia da regido cortical do parénquima
renal de rata apos quatro semanas de enxerto sob
a capsula renal. Dois corpusculos renais (CR) séo
visualizados com folhetos interno (») e externo
da capsula de Bowman (CB) e glomérulo (G).
Notar espago capsular (*). HE, 40x.
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Pbéde-se observar também que o tecido renal proporcionou ao fragmento
ovariano enxertado, uma vascularizagao semelhante aquela existente no ovario in
situ neste mesmo periodo (1S), resultando numa perda folicular que variou de zero
a 5,4%. Esse valor foi inferior aos reportados em 1983 por FELICIO et al. (50%), e
BAIRD et al. (1999) que obtiveram uma sobrevivéncia de apenas 35% dos
foliculos enxertados sob a capsula renal. Isso indica que o rim proporciona o
desenvolvimento adequado ao tecido enxertado e foliculos nele contidos, sem

sofrer lesbes ou comprometer suas fungoes.

Figura 14 - Fotomicrografia da regidao cortical do parénquima renal de
rata, A. apos 24 horas, B. 72 horas, C. uma semana, TM,
10x, e D. quatro semanas de enxerto sob a capsula renal,
TM, 20x. Notar capsula renal (CR), parénquima renal
(PR), enxerto ovariano (EO).
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5. CONCLUSOES

A analise conjunta dos achados desta investigagdo permitiu inferir as

seguintes conclusdes:

1. A técnica executada ndo promoveu alteragbes que comprometessem a
viabilidade dos orgaos avaliados, havendo manutencdo das funcbes desses e
desenvolvimento folicular adequado.

2. O auto-enxerto de tecido ovariano sob a capsula renal de ratas é exequivel do
ponto de vista cirurgico.

3. O cultivo folicular in vivo pelo auto-enxerto de tecido ovariano sob a capsula

renal de ratas é uma técnica viavel.
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Apéndice A: INSTRUMENTAL CIRURGICO
Instrumental cirdrgico utilizado para realizagdo dos procedimentos de
ovariosalpingectomia e inser¢do de fragmento de tecido ovariano sob a capsula

renal de ratas.

- Especial e Auxiliar:

* Pinga de Allis para tecidos 15 cm

* Pingca de campo Backhaus 10 cm

* Gancho Hartmann para ovario-histerectomia (OSH)
* Pinga de dissecg¢ao 10 cm

* Pinga para iris 10 cm

* Pinga para iris (denteada) 10 cm

- Diérese:

» Cabo para lamina de bisturi n’4

 Tesoura para iris com ponta reta 11,5 cm
 Tesoura para iris com ponta curva 11,5 cm

* Pinga de dissecg¢ao 12 cm

* Pinca de dissecgao (denteada) 14 cm

» Tesoura para suturas de Spencer

- Hemostasia:

* Pinga hemostatica mosquito de Halsted com ponta reta 12 cm
» Pinga hemostatica mosquito de Halsted com ponta curva 12 cm
- Sintese:

* Pinga de dissecg¢ao 10 cm

* Pinga de dissecg¢do 12 cm

* Pinca de dissecgéo (denteada) 12 cm

* Porta-agulha Mathieu 14 cm

* Porta-agulha Mayo-Hegar 15 cm
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Apéndice B: FICHA |

PROCEDIMENTO CIRURGICO

DATA DA REALIZACAO DACIRURGIA /|

DATA DA RETIRADA DO ENXERTO /[
GRUPO
ANIMAL

1. PROTOCOLO ANESTESICO:

2. GRAU DE ANALGESIA OBTIDO:
RUIM REGULAR BOM  EXCELENTE

3. LATENCIA ANESTESICA:

4. A OVARIECTOMIA FOI DE FACIL EXECUGCAO?
SIM NAO TEMPO:

5. A INSERCAO DO ENXERTO FOI DE FACIL EXECUGCAQ?
SIM NAO TEMPO:

6. TEMPO TRANSCIRURGICO:

7. O INSTRUMENTAL UTILIZADO FOI ADEQUADO AOS PROCEDIMENTOS
CIRURGICOS EXECUTADOS?
SIM NAO

OUTROS COMENTARIOS:

8. COMPLICACOES TRANSCIRURGICAS:

DISTURBIOS HEMORRAGICOS
NECESSIDADE DE SOBREDOSE ANESTESICA
DOR NO TRANSCIRURGICO

ALTERACOES CARDIORESPIRATORIAS
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Apéndice C: FICHA I

AVALIACAO MORFOLOGICA

DATA DA REALIZACAO DO ENXERTO /|

DATA DA RETIRADA DO ENXERTO /[
GRUPO
ANIMAL

1. FOI FACIL LOCALIZAR O TECIDO ENXERTADO?
SIM NAO

2. HOUVE MIGRAGAO DO ENXERTO?
SIM NAO

3. EXISTE NEOVASCULARIZAGAO APARENTE?
SIM NAO

4. HA SINAIS DE INFECCAQ?
SIM NAO

5. HOUVE ALTERAGCAO APARENTE NA FUNCAO DO ORGAO OU TECIDO
QUE RECEBEU O ENXERTO?
SIM NAO

6. HA SINAIS DE ENCAPSULAMENTO DO TECIDO ENXERTADO?
SIM NAO

7. HA SINAIS DE REJEICAO OU MORTE DO TECIDO ENXERTADO?
SIM NAO

8. QUAL O ASPECTO MACROSCOPICO DO UTERO?
DIMINUIDO NORMAL AUMENTADO

9. FASE DO CICLO ESTRAL:




Apéndice D: FICHA Il

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

DATA DA REALIZACAO DO ENXERTO /|

DATA DA RETIRADA DO ENXERTO /[
GRUPO
ANIMAL ___

1. EXISTE NEOVASCULARIZACAO?

SIM NAO
2. EXISTEM SINAIS DE INFLAMACAO?
SIM NAO
3. EXISTEM SINAIS DE INFECCAO?
SIM NAO
4. EXISTE TECIDO CICATRICIAL OU CONJUNTIVO?
SIM NAO
5. EXISTEM FOLICULOS VIAVEIS?
5.1. PRIMORDIAIS SIM NAO CONTAGEM:
5.2. PRIMARIOS SIM NAO CONTAGEM:
5.3. SECUNDARIOS SIM NAO CONTAGEM:
5.4. TERCIARIOS SIM NAO CONTAGEM:
5.5. PRE-OVULATORIOS SIM NAO CONTAGEM:

6. EXISTEM FOLICULOS EM ATRESIA?
SIM NAO CONTAGEM:

7. DIAMETROS: ,
7.1.  NUCLEO DO OOCITO
7.2.  00CITO

7.3. FOLicuLO

8. EXISTEM CORPOS LUTEOS?
SIM NAO
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