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Resumo:

O adiamento da maternidade e a faléncia
ovariana a partr da utilizacdo de
guimio/radioterapias séo causas de infertilidade
nas mulheres. As técnicas atuais para
preservacdo da fertilidade estdo disponiveis
apenas para mulheres na menacme e para a
utilizagdo destas, o tratamento oncolégico deve
ser adiado. Para vencer tais barreiras o
presente trabalho propde a vitrificagéo de tecido
ovariano seguido de transplante aut6logo. O
objetivo desse estudo foi avaliar a
foliculogénese e cinética de perfuséo vascular
em ovarios de camundongos  apos
vitrificacao/desvitrificacao seguidas de
autotransplante, os niveis de estradiol e o ciclo
estral dos animais. Foi observado que os
ovarios foram mantidos saudavelmente pelo
camundongo receptor, habeis a produzir
estradiol que pbde restaurar o ciclo estral
desses animais e que o0s enxertos foram
satisfatoriamente perfundidos. Nossos achados
indicam que a técnica proposta é exequivel e
extremamente promissora.
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Introducéo:

A mulher, ja no nascimento, tem uma
reducdo no namero de foliculos no ovéario que
continua em decréscimo e 97% desse
esgotamento é alcancado aos 40 anos. Isso
prediz uma infertilidade total por volta dos 50
anos de idade. Paralelamente, a adequacgéo de
guimio/radioterapias acarretou em aumento na
sobrevivéncia de mulheres em periodo
reprodutivo a tumores. Os ovarios sdo muito
sensiveis aos tratamentos oncolbgicos
resultando em crescente nimero de pacientes
com faléncia ovariana prematura e
consequente infertilidade [1,2]. Assim, propde-
se alternativas para a preservacao da fertilidade
dessas mulheres, a fim de mudar essa
realidade e possibilitar uma concepcéao futura.

As técnicas disponiveis atualmente,
baseadas em criopreservacdo de embrides e
oocitos, dependem de uma estimulagédo
ovariana que demanda tempo que pode adiar o
tratamento oncoldgico e abrangem apenas
mulheres em idade reprodutiva. Para solucionar
tais entraves, propde-se a criopreservacao de
tecido ovariano como alternativa que pode
apresentar resultados promissores [2,3,4,5].

A criopreservacdo baseia-se no
congelamento de tecido ovariano com todo o
pool folicular em diferentes fases de
progressdo. Dessa maneira preserva-se 0
maior namero possivel de gametas para
posterior progresséao da foliculogénese. Apés o
descongelamento do tecido, pode haver entédo
o reimplante autélogo do tecido com
restauracdo da funcgdo fértii e enddcrina da
paciente. Este procedimento pode ser
rapidamente executado a qualquer momento,
com nenhum atraso no tratamento oncolégico,
e € uma opcéo para preservar a fertilidade de
mulheres na pré-puberdade [6].

Assim, a padronizagdo do uso da
vitrificacdo na  criopreservacdo ovariana
seguida de autotransplante justifica-se por ser
promissora e pode propiciar uma revolugdo na
preservacao da fertilidade feminina, por incluir
pacientes até entdo ndo assistidas. Para isso é
necessaria uma profunda andlise deste
processo na dinamica ovariana, foliculogénese
e producéo de gametas, bem como seu uso na
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restauracdo da funcdo enddécrina dos
receptores do transplante para enfim
estabelecer aplicabilidade clinica dessas
técnicas.

De maneira geral, esse trabalho objetiva
avaliar a foliculogénese e cinética de perfusdo
vascular em ovarios de camundongos apos
vitrificac@o/desvitrificacao seguidas de
autotransplante ectépico, bem como os niveis
de estradiol e o ciclo estral destes animais.

Metodologia:

Camundongos Balbc fémeas (60 dias,
n=24) foram subdivididos em quatro grupos: A-
Controle, B- Ovariectomizados, C-
Ovariectomizados e autotransplantados com
tecido fresco e D- Ovariectomizados e
autotransplantados com tecido
vitrificado/desvitrificado. Para tanto, os animais
submetidos a cirurgia (Grupos B/C/D) foram
anestesiados com Ketamina/Xilazina e
ovariectomizados bilateralmente. Os ovarios
frescos (Grupo C) foram mantidos em solugéo
tampdo (PBS) durante o procedimento. Os
ovarios do Grupo D foram colocados em PBS e
posteriormente vitrificados/desvitrificados
usando os Kkits IngaMed®, seguindo as
instrucdes do fabricante. Estes ovarios foram
transplantados no subcutdneo dorsal dos
camundongos. Diariamente a fase do ciclo
estral (proestro, estro, metaestro e diestro) foi
analisada através de citologia de esfregaco
vaginal. Além disso, a perfusdo vascular foi
avaliada 1, 5, 8, 12, 15, 19, 21 e 23 dias apds o
autotransplante, através da técnica de laser
doppler e estimada por valores obtidos no sitio
do transplante (Grupos C/D) menos a perfusdo
da pele de nao-receptores (Grupos A/B), sendo
entdo analisadas com testes ANOVA e Neuman
Keus [7, 8]. ApOs 21 dias, parte dos animais
transplantados (n=6) receberam 5Ul de eCG
(gonadotropina coribnica equina, Novormon
5000®) e, apbés 48h, 55Ul de hCG
(gonadotropina coribnica humana, Vetecor®),
analogos ao FSH e LH respectivamente; os
outros animais receberam PBS (n=6, controle).
Ap6s trés dias, o0s receptores foram
eutanasiados, o0s enxertos recuperados,
processados para histologia (HE) e analisados
gualitativamente.  Além  disso, amostras
sanguineas foram coletadas e o0s niveis
plasmaticos de estradiol foram quantificados
por quimioluminescéncia.

Participaram desse estudo integrantes
do grupo de pesquisa em biologia da
reproducdo da UFSJ, incluindo alunos de
iniciacdo cientifica dos cursos de Medicina e
Ciéncias Bioldgicas, e colaboradores externos
da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Resultados e Discusséao:

Foram observados foliculos primordiais,
primarios, multilaminares e antrais nos ovarios
frescos, com e sem estimulagdo hormonal. Nos
tecidos submetidos a vitrificacdo/desvitrificagdo
sem estimulo, a foliculogénese progrediu até o
estdgio multilaminar, e naqueles com
estimulagdo, houve maior densidade folicular,
com foliculos em estagio pré-ovulatério.
Foliculos atrésicos foram observados em todos
0s grupos. Os niveis plasméticos de estradiol
entre os animais transplantados (Grupos C/D)
ndao foram  estatisticamente  diferentes
(17.2pg/ml-1 e 18.3pg/ml-1, respectivamente;
p>0.05), todavia, foram menores que nos
animais controle (Grupo A) (22.3pg/ml-1;
p<0.05) e maiores gue naqueles
ovariectomizados (Grupo B) (10.3pg/ml-1;
p<0.05). Corroborando tais achados, a analise
do ciclo estral mostrou que 0s receptores
(Grupos C/D) apresentaram frequéncia de
fases diferente dos animais ovariectomizados
(Grupo B) (proestro 10.9% vs 0.0%, estro
56.3% vs 0.0%, metaestro 18.1% vs 13.3% e
diestro 14.5% vs 86.6% respectivamente). Além
disso, a PV analisada no local de transplante
ndo mostrou diferenca entre grupos fresco e
vitrificado (Grupos C/D). Assim, embora tenha
ocorrido progressdo da foliculogénese em
todos os tecidos, o uso de superestimulagdo
exogena trouxe melhores resultados.

Conclusoes:

Esse estudo mostra, pioneiramente, a
exequibilidade da técnica de vitrificagdo de
tecido ovariano sem danos morfo-funcionais
aparentes, com ovarios (i) mantidos
saudavelmente pelo camundongo receptor, (ii)
hdbeis a produzir estradiol que pdde (iii)
restaurar o ciclo estral desses animais e que 0s
enxertos foram (iv) satisfatoriamente
perfundidos desde o transplante. De maneira
geral os resultados mostram a exequibilidade
da técnica de vitrificagdo de tecido ovariano
como alternativa de preservacéo da fertilidade
feminina, sendo uma técnica muito promissora
e gque requer mais estudos.
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