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CC — citrato de clomifeno
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Resumo

Introducdo: A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) afeta 5 a 10% de mulheres
em idade reprodutiva. O tratamento da infertilidade de causa anovulatdria em
pacientes com SOP envolve a inducdo da ovulacdo, sendo o citrato de clomifeno
(CC) a medicacdo de primeira escolha. Nos casos resistentes ao CC, a segunda
linha de tratamento pode ser medicamentosa (gonadotrofinas) ou cirdrgica
(cauterizacdo ou diatermia ovariana), realizada por videolaparoscopia (VLPC). A
inducdo com gonadotrofinas aumenta muito o risco de multigestacdo, o que nao
ocorre com a diatermia ovariana, que restaura a ovulacao fisiolégica (monovulacéo).
A ecografia transvaginal é um procedimento simples, menos invasivo do que aVLPC,
gue permite a puncdo ovariana através do fornice vaginal. Objetivos: desenvolver
uma técnica minimamente invasiva de cauterizacado ovariana monopolar guiada por
ecografia transvaginal, utilizando animais (ovelhas e vacas) como modelo
experimental. Métodos: em um primeiro experimento foram utilizadas ovelhas (15
Corriedale e 2 Suffolk) e no segundo experimento foram utilizadas 11 vacas Angus,
todos animais em idade reprodutiva e com integridade ovariana anatbmica e
funcional. Para a cauterizagdo monopolar foi utilizado o eletrocautério Valleylab
Force FX e uma agulha especialmente desenvolvida para esse fim. Os animais
tiveram os ovarios cauterizados em 4 pontos cada e foram abatidos 2 dias apd0s para

coleta dos ovarios e inspecao do trajeto da agulha. Resultados: Nas ovelhas, dos 34



ovarios cauterizados, apenas 3 apresentaram a lesdo caracteristica. Dos 22 ovarios
cauterizados nas vacas, 20 apresentaram a lesdo caracteristica, tanto macro quando
microscopicamente. Nas duas espécies animais, ndo houve lesfes no trajeto da
agulha. Conclusdo: A cauterizacdo ovariana se mostrou segura nos dois modelos
experimentais, nenhum animal apresentou lesfes térmicas ou pela puncéo no trajeto
da agulha. Nas vacas, a identificacdo ecografica e a cauterizacdo, além de segura,
foram efetivas. A eficiéncia e seguranca dessa técnica devem ser estudadas em

mulheres com anovulacao por SOP.

Palavras-chave: diatermia ovariana, ecografia transvaginal, sindrome dos ovarios

policisticos, modelo experimental.



Abstract

Introduction: The Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) affects 5-10% of women at
reproductive age. Treatment of anovulatory infertility in patients with PCOS involves
the induction of ovulation, with clomiphene citrate (CC) the drug of first choice. In
cases resistant to CC, the second line of treatment can be medicated
(gonadotropins) or surgery (ovarian diathermy or cautery), performed by laparoscopic
video (LPCV). The induction with gonadotrophins increases the risk of multi
pregnancy, which does not occur with ovarian diathermy, which restores
physiological ovulation (monovulation). The transvaginal ultrasound is a simple
procedure, less invasive than the LPCV allowing ovarian puncture through the
vaginal fornix. Objectives: To develop a minimally invasive technique of monopolar
ovarian cauterization guided by transvaginal ultrasound, using animals (sheep and
cattle) as an experimental model. Methods: In a first experiment were used sheep
(15 Corriedale and 2 Suffolk). In the second experiment were used 11 cows Angus,
all animals at reproductive age with anatomic and funcional ovarian integrity. For
cauterized were used Valleylab Force FX electrocautery and a needle specially
developed for this purpose. The animals had ovaries cauterized at 4 points each and
were slaughtered 2 days after for collection of the ovaries and inspection of the
needle path. Results: In sheep, from the 34 ovaries cauterized, only 3 showed the
characteristic lesion. From the 22 ovaries cauterized in cows, 20 had the

characteristic lesion, both macro and microscopically. In both species, there were no
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injuries in the path of the needle. Conclusion: The ovarian cauterization proved safe
in experimental models, no animal showed thermal injury or puncture in the path of
the needle. In cows, the sonographic identification and cauterization, beyond safe,
were effective. The efficiency and safety of this technique should be studied in

women with SOP anovulatory.

Keywords: ovarian diathermy, transvaginal ultrasound, polycystic ovary syndrome,

experimental model.



Introducao

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é a desordem enddcrino-
metabdlica, que mais frequentemente afeta mulheres em idade reprodutiva, com a
prevaléncia de 5 a 10%. Esta sindrome se caracteriza por irregularidade menstrual
ou anovulacdo, hiperandrogenismo clinico e/ou bioquimico, assim como imagem

ecogréfica ovariana demonstrando varios pequenos foliculos ovarianos (1).

O tratamento da infertilidade de causa anovulatéria na paciente com SOP
envolve a inducdo da ovulacéo. Para que ocorra a ovulagdo além de medidas gerais
como reducado de peso e atividade fisica regular sdo utilizadas medica¢des indutoras

da ovulagao.

O farmaco mais comumente utilizado é o citrato de clomifene (CC). Desde o
final da década de 90, a metformina, farmaco que diminui a resisténcia a insulina,
também tem mostrado bons indices de ovulacdo quando utilizado isoladamente ou
em associacdo com o CC nos casos de SOP (2). Recentemente, Legro e cols.
observaram taxas de gestacao de 39% em mulheres com SOP e uso de CC, de 21%
com metformina, e quando a metformina e o CC foram usados em associacao as

taxas de gestacao foram de 46% (3).
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A complicacdo do uso de CC em relacdo a metformina é o aumento das taxas
de gestacdo multipla (3, 4). Entretanto em torno de 20% das mulheres com SOP néo
ovulam com estes tratamentos mais simples e de menor custo. As pacientes
resistentes ao CC tém como opc¢ao a inducao cirdrgica da ovulacdo ou a inducéo
com gonadotrofinas. As gonadotrofinas além de serem de uso parenteral diario sdo
de dificil manejo, e com elas raramente se alcanca a ovulagcdo Unica.
Consequentemente seu principal efeito indesejavel é a alta incidéncia de gestacéo
multipla além da ocorréncia de hiperestimulo ovariano e o0 custo elevado dessa

medicacéao (5).

O primeiro tratamento cirdrgico para a SOP, proposto por Stein and Leventhal
em 1935, foi a resseccdo em cunha do ovario (6). Esta técnica, mesmo tornando os
ciclos ovulatérios, foi abandonada devido a alta probabilidade de provocar
aderéncias pélvicas (7). Atualmente, este principio pioneiro de ressec¢do em cunha
do ovario foi substituido pelo ovarian drilling (perfuracdo ovariana ou diatermia
ovariana), que é realizado por via laparoscopica (8). A versao moderna da resseccao
em cunha emprega eletrocoagulacdo monopolar ou puncédo da capsula ovariana

com laser em 4 a 10 pontos em cada ovario com profundidade de 4 a 10 mm (9).

Andlise de 6 estudos clinicos randomizados (ECR) que compararam o
tratamento com gonadotrofinas a diatermia ovariana em pacientes resistentes ao CC
concluiu que 6 a 12 meses ap0s a cauterizagdo ovariana as taxas de gestacao
foram similares a 3 a 6 ciclos de indugdo com gonadotrofinas. A ovulagéo
monofolicular é principal beneficio da diatermia ovariana, com significativa redugéo

das gestacdes multiplas ocasionadas pelo tratamento com gonadotrofinas (10).
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A diatermia ovariana videolaparoscopica (DVLPC) é realizada em carater
ambulatorial, induz menos aderéncias do que a ressec¢cdo em cunha do ovario e,
pelo menos temporariamente, torna os ciclos ovulatérios. Entretanto a presenca de
aderéncias apos a cirurgia laparoscopica ja foi relatada por alguns autores (9, 11-
13). Mesmo néo estando claro se as aderéncias provocadas induzem a infertilidade,
seriam desejavel procedimentos ainda menos invasivos do que a VLPC. Foram
descritas técnicas menos invasivas como a minilaparoscopia com anestesia local e a

fertiloscopia (14, 15), no intuito de diminuir a formacéo de aderéncias.

Zhu e cols., em 2006, desenvolveram a cauterizacdo do estroma ovariano com
laser por via transvaginal, mediante utilizacdo de fibra 6tica e agulha de puncao por
ultrassonografia transvaginal acoplada ao Yag-Laser (16). A incidéncia de
aderéncias pos-operatérias parece ser maior com cauterizacao a laser do que com

eletrocautério (17).

A ecografia transvaginal é um procedimento simples, ndo invasivo que permite
0 acesso aos ovarios. Uma agulha acoplada ao transdutor transvaginal com guia
possibilita a coleta do liquido folicular contendo os odcitos para uma fertilizagao in
vitro (18). A puncéo folicular por via transvaginal é realizada desde 1988 (19).
Atualmente é o padrdo ouro para coleta de odécitos em programas de reproducéo
assistida. Estudo prospectivo sobre complicacbes da coleta de 6vulos por via
transvaginal demonstrou em mais de 1000 punc¢des que a técnica € muito segura

(20).

A puncdo ovariana por via transvaginal com uma agulha especialmente

desenvolvida para realizar a cauterizagdo dos ovarios é uma técnica simples, que
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pode ser realizada em carater ambulatorial apenas com sedacdo. Entretanto, a

seguranca da cauterizacao ovariana por esta via nunca foi descrita.



Revisao bibliografica

Sindrome dos Ovarios Policisticos

A SOP é uma desordem complexa e heterogénea que afeta 5 a 10% das
mulheres em idade reprodutiva. Caracteriza-se pela evidéncia clinica ou bioquimica
de hiperandrogenismo, anovulacdo cronica ou irregularidades menstruais, ovarios
policisticos a ecografia, e estd associada a infertilidade, obesidade, resisténcia a
insulina e diabetes tipo Il. Sendo uma sindrome, nenhum critério isolado € suficiente

para obtencédo do diagndstico (21).

Em 2003, um consenso entre a Sociedade Européia de Reproducdo e
Embriologia Humana (ESHRE) e a Sociedade Americana para Medicina Reprodutiva
(ASRM), em Roterdam, Holanda, definiu os critérios diagndsticos da SOP e alguns
fatores de risco para outras doencas, relacionados com a sindrome. Neste
consenso, definiu-se SOP como uma sindrome de disfuncdo ovariana que apresenta
no minimo dois dos trés critérios a seguir: oligomenorréia ou anovulacao; sinais
clinicos e/ou bioquimicos de hiperandrogenismo e ovarios policisticos a ecografia,
devendo ser excluidas causas secundarias como hiperplasia adrenal congénita,

tumores andrégeno-secretores e sindrome de Cushing (22, 23).
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A anovulacdo cronica € manifestada por oligomenorréia (menos de nove
periodos menstruais por ano) ou amenorréia, produzindo sangramento uterino

disfuncional e diminuig&o da fertilidade.

O hirsutismo € geralmente o primeiro sinal clinico de hiperandrogenismo,
embora sua caracterizacdo, as vezes, seja dificultada pelas diferencas raciais, e
também pela falta de utilizacdo de escores padronizados. O Escore de Ferriman e
Gallwey é um método semiquantitativo simples para avaliacdo da distribuicdo e
intensidade do excesso de pelos (24). A acne é outro indicador de
hiperandrogenismo, entretanto existem estudos que sdo discordantes quanto as
dosagens séricas de androgénios em pacientes com acne (25). A dificuldade em
definir o hiperandrogenismo, através de dosagens séricas, ocorre devido a
inacuracia e a variabilidade de métodos comumente empregados. Apesar destas
limitacBes, dosagens elevadas de androstenediona, testosterona (total ou livre), séo

evidéncias bioquimicas de hiperandrogenismo (5).

A imagem ultrasonografica caracteristica da SOP é a de ovarios com tamanho
aumentado, contendo varios pequenos foliculos em volta do cértex ovariano como
um colar de pérolas, com a presenca de um aumento na luminosidade do estroma

ecogénico (26).

A exata fisiopatologia da SOP permanece incerta. Mulheres com SOP
apresentam um aumento da amplitude e da frequéncia dos pulsos de LH (horménio
luteinizante) e uma concentragdo normal ou baixa de FSH (horménio foliculo
estimulante), quando comparadas a mulheres normais. A resisténcia a insulina e a

hiperinsulinemia compensatéria estdo envolvidas na secre¢do anormal de LH.
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Parece haver uma hipersensibilidade das células da teca a acdo da insulina, defeito
intrinseco ao estimulo créonico pelo LH, que pode ocorrer com ou sem

hiperinsulinemia (27).

O menor ténus de FSH em relacdo ao LH permite o crescimento dos foliculos
ovarianos, porém nao a ponto de maturacdo e ovulacdo, e o LH promove uma
hiperplasia das células tecais ovarianas que se dispéem em torno desses foliculos.
Esses foliculos estdo sujeitos a atresia e recrutamento de outros foliculos com
mesmo potencial deficiente de crescimento, porém com producdo constante de
esterdides e manutencdo da alteracdo na pulsatilidade da secrecdo de GnRH
(horménio liberador de gonadotrofina) com consequente inadequacao dos niveis de

gonadotrofinas (5).

O hiperandrogenismo clinico ou bioquimico na SOP é secundario a diversos
fatores. A maior producédo de androstenediona e testosterona pelas células da teca,
uma maior conversdo da androstenediona em testosterona nos tecidos extra-
ovarianos, reducdo dos niveis de SHBG (globulina ligadora de hormdnios
esterodides), que é produzida no figado e cuja sintese é controlada por um balanco
hormonal, onde a testosterona e a insulina reduzem e o estradiol aumenta sua
producdo. Em mulheres com SOP, os niveis de SHBG estdo reduzidos em
aproximadamente 50%, o que permite o aumento dos niveis de esterdides
biologicamente ativos. O ténus suprimido de FSH em relacdo ao LH, e o aumento
dos androgénios livres inibem a producdo de SHBG, fechando um ciclo vicioso que

leva a anovulacéo e hiperandrogenismo (5).
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Anovulacéo

A infertilidade nas mulheres com SOP é causada pela anovulacdo. Devido a
alta incidéncia desta sindrome, ela também é a principal etiologia da infertilidade de

causa anovulatoria.

O diagnéstico de anovulacao é mais facil que o de hiperandrogenismo, devido
as manifestacbes clinicas — oligomenorréia ou amenorréia. Oligomenorréia €
definida como menos de nove ciclos menstruais por ano, ou ciclos maiores que 35
dias, amenorréia € a auséncia de menstruacdo por mais de 3 meses, excluida a

gestacao (28).

Os ovarios de mulheres SOP apresentam acumulo de foliculos antrais com 2
a 8 mm de diametro. Parece haver uma falha na selecao do foliculo dominante e os
outros foliculos antrais maiores (5 a 8 mm) sofrem uma parada no seu
desenvolvimento. Isso ocorre devido aos baixos niveis de FSH, insuficientes no
inicio da fase folicular para estimular a maturacéo folicular normal. A hipersecrecao
de androgénios reflete uma anormalidade intrinseca no funcionamento das células
da teca. Essa anormalidade gera um ambiente enddcrino anormal, alguns autores
levantam a hipétese de que a causa dessa anormalidade funcional dos foliculos

antrais estaria nos estagios iniciais de desenvolvimento de foliculos pré-antrais (29).

Tratamentos da infertilidade na SOP

O tratamento da paciente com SOP que deseja gestar visa promover a

ovulacdo da forma mais fisioloégica possivel, com menor custo e complexidade e,
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ainda, com menor risco de gestacdes multiplas (30). A simples mudanca de habitos

pode resultar em ciclos ovulatorios.

A obesidade, presente em muitas pacientes com SOP, esta associada a
anovulacdo (31), perda reprodutiva e complicacbes tardias da gestacdo (pré-
eclampsia, diabete gestacional) (32). A perda de peso € recomendada como
tratamento de primeira linha em mulheres com SOP que desejam engravidar, tendo
impacto positivo também para as comorbidades de médio e longo prazo como o
diabetes e as doencas cardiovasculares (30). A perda de peso antes da concepcao
aumenta as taxas de ovulacdo espontanea e de nascidos vivos em mulheres obesas

com ou sem SOP (33).

O CC é atualmente o farmaco de primeira linha na inducdo da ovulacdo em
pacientes com SOP (21). E uma substancia antiestrogénica, de uso por via oral, que
promove a liberacdo do FSH pela glandula pituitaria no periodo de recrutamento e
selecdo folicular. HA mais de quatro décadas € utilizado para tratamento da
anovulacéo associada a SOP (34). O tratamento com CC restaura a ovulacdo em 75
a 80% das usuarias (3, 35). Em relacdo as taxas de gestacdo, os resultados sdo
controversos, entretanto estudos maiores e com maior tempo de observagao

indicam taxa de concepc¢do de até 22% por ciclo (36, 37). O uso do CC esta

associado com uma taxa de gestacao multipla de 5 a 10% (34).

Entretanto, 15 a 20% das mulheres com SOP sao resistentes ao CC, ou seja,
continuam anovulatérias (38). Os principais fatores associados a resisténcia ao CC
sado a obesidade, a hiperandrogenemia e a idade da paciente. Imani e cols.

publicaram um nomograma para calcular a chance de ovular ap6s o uso do CC
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baseado nestes fatores (39). O tempo de amenorréia e 0 volume ovariano também

podem ser utilizados como preditores de resposta ao CC (40).

A inducdo da ovulacdo com CC para SOP apresenta a desvantagem de nao
tratar a hiperinsulinemia e hiperandrogenismo. Baseado nessas observacgoes,
Nestler e cols. (41) postularam que a metformina, farmaco que reduz a
hiperinsulinemia, poderia ser efetivo no tratamento da obesidade e na infertilidade
em mulheres com SOP. Outros farmacos que melhoram a sensibilidade a insulina
também podem melhorar a ovulacdo, o hiperandrogenismo e as alteracdes

metabolicas das pacientes com SOP (4).

Em 2003, Lord e cols., publicaram os resultados da primeira meta-analise
com 13 estudos em que a metformina foi administrada a 543 pacientes, apresentou
um OR (odds ratio) para ovulacdo de 3,88 (95% IC 2,25 — 6,69) comparada ao
placebo e de 4,41 (95% IC 2,37 - 8,22) para a metformina associado ao CC

comparado ao CC isolado (4).

Em 2007, foi publicado o ECR de Legro e cols. comparando trés tipos de
tratamentos (CC, Metformina e CC + Metformina) quanto a taxas de ovulacao,
gestacao unica e multipla. Os resultados mostraram taxas de ovulacdo de 49% com
CC, de 29% com metformina e de 60% com CC + metformina; quanto a taxa de
gestacao foi de 24% no grupo CC, 9% no grupo metformina, e 31% no grupo CC +
metformina (3). As taxas de gestacdo multipla deste ECR foram 6% com CC, 3% no
grupo CC + metformina e 0% no grupo metformina. Apés este ECR foi publicado o
consenso para inducdo da ovulagédo na SOP (30) onde o CC aparece como primeira

linha de indutor de ovulacdo, sendo a metformina indicada apenas em pacientes
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com SOP obesas e hiperinsulinémicas. Este assunto ainda suscita algum debate,
principalmente porque a metformina induz a ovulacdo sem elevar as taxa de

gestacao multipla (42).

Como segunda linha de tratamento para inducdo da ovulacdo em pacientes
com SOP, resistentes ou que ndo gestaram com o CC, estdo as gonadotrofinas

exdgenas e a inducéo cirargica ou diatermia ovariana (30).

A inducdo com gonadotrofinas nas pacientes resistentes ao CC visa apenas
regularizar a funcdo ovariana — induzir a ovulacdo monofolicular — ou seja, deve ser
utilizada a menor dose para atingir este objetivo. O uso € diario e a via de
administracdo € intramuscular ou subcutanea. A resposta ao uso de gonadotrofinas
varia muito de paciente para paciente e de ciclo para ciclo, fazendo com que o limite
entre a dose de FSH (ou LH/FSH) para que ocorra ovulagdo monofolicular e o
estimulo ovariano seja ténue. Os protocolos para uso de gonadotrofinas nas

pacientes com SOP mais utilizados sdo os seguintes (43):

a) protocolo “step-up” no qual se aumenta lenta e gradativamente a dose de
gonadotrofinas, até atingir o limiar de estimulo para o recrutamento folicular.
Inicia-se com doses baixas de 37,5 a 75 Ul e a dose é aumentada em 37,5 Ul
a cada 5 a 7 dias até haver crescimento folicular ou até atingir 225 Ul/dia; este
protocolo pode demorar muito tempo até que o limiar de selecéo folicular seja
atingido, e quando este é atingido, mesmo que se diminua a dose, existe
acumulo de FSH na fase folicular tardia, com risco importante de crescimento

multifolicular (43);

b) protocolo “step down” tenta mimetizar a variagdo do FSH no ciclo menstrual
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normal; inicia-se com a dose de FSH que atinge o limiar de recrutamento,
normalmente 150 Ul até algum foliculo atingir tamanho maior que 10 mm no
exame ecografico transvaginal, entdo se reduz a dose, até que 1 ou 2

foliculos atinjam estagio pré-ovulatoério (43).

Independente do tipo de protocolo de gonadotrofinas utilizado, a
monitorizacdo ecografica do ciclo deve ser rigorosa, quase diaria. A identificacao do
namero de foliculos maiores que 10 mm se apresenta como preditor do risco de
gestacdes multiplas. Na maioria dos estudos, quando mais de 3 foliculos tiverem
didmetro maior do que 16 mm ao controle ecografico, o ciclo deve ser cancelado

para prevencdo de multigestacdo e hiperestimulo ovariano (44, 45).

A inducdo com gonadotrofinas com baixas doses resulta em 70% de ovulacao
monofolicular, com taxa de gestacdo de 20% sendo 5,7% de gestacdo multipla e
menos que 1% de sindrome do hiperestimulo ovariano. Nos protocolos classicos,
mais antigos, ocorria 36% de gestacdo multipla e 4,6% de hiperestimulo ovariano

(46).

Os problemas vinculados ao uso de gonadotrofinas na SOP apresentados sao
a via de administracdo, a necessidade de controle ecografico rigoroso, altas taxas de
cancelamento de ciclos (para tentar diminuir hiperestimulo e gesta¢cdes mudltiplas),
custo elevado da medicagao, a impossibilidade de evitar casos de multigestacao e

hiperestimulo (30).
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O primeiro tratamento cirdrgico para a SOP, proposto por Stein and Leventhal
em 1935, foi a ressec¢cdo em cunha do ovario (RCO) (6). Eles realizaram a RCO em
7 pacientes retirando aproximadamente 50% a 75% do tecido de cada ovario. A
RCO restaurou a ovulagcdo em todas as pacientes e houve duas gestacfes apos a
cirurgia. Os pesquisadores sugeriram que a superficie espessa do ovario poderia
impedir os foliculos de atingirem a superficie e a RCO fornece uma passagem

mecénica para os foliculos ovularem (6).

Mais tarde, outros trabalhos demonstraram que a RCO restaura a ovulacéo
(80%), entretanto com variacdo nas taxas de gestacao, entre 25% e 86% (47, 48),
possivelmente devido a grande incidéncia de aderéncias pélvicas (30-100%) (49-51).
A RCO, bastante utilizada na época, acabou abandonada por causar severas
aderéncias pélvicas (7, 9, 12, 13). Essas aderéncias podem diminuir a fertilidade,

causando infertilidade secundaria a fator tubario e peritoneal (12).

Atualmente, este principio pioneiro da resseccdo em cunha para favorecer a
ovulacao foi substituido pelo ovarian drilling (perfuracdo ou diatermia ovariana), que
€ realizado por via laparoscépica. A versdo moderna da ressec¢cdo em cunha
emprega puncado ovariana em 4 a 10 pontos em cada ovario com profundidade de 4

a 10 mm (8).

A diatermia ovariana laparoscépica (LOD) tem se mostrado efetiva para
inducdo da ovulagdo de pacientes SOP resistentes ao tratamento com CC.
Apresenta altas taxas de ovulacao (80% a 90%) e de gestacao (60% a 80%) (8, 10,
11). Esse tratamento oferece vantagens em relacdo ao CC, uma unica LOD leva a

repetidos ciclos ovulatérios e potenciais gestacbes sem a necessidade de
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tratamentos medicamentosos repetidos. Em comparacdo com a RCO, esta técnica
se mostrou bem menos invasiva. Além disso, LOD resulta em mono-ovulacéo, ao
contrario de indutores da ovulagcédo (CC e gonadotrofinas) que estdo associados a no

minimo 5-10% de chance de gesta¢fes gemelares (35).

A laparoscopia para realizacdo da diatermia ovariana permite também a
avaliacdo da anatomia pélvica e da permeabilidade tubaria evitando a necessidade
de um procedimento em separado como a histerosalpingografia. A maior
desvantagem da LOD é a necessidade de anestesia geral e internacdo ambulatorial.
Outras complicacdes como a formacdo de aderéncias e o risco de faléncia ovariana

prematura também podem ocorrer (9, 35).

O mecanismo de acdo da LOD ainda esta incerto, parece haver uma reducao
na producdo androgénica ovariana através de uma diminuicdo do estroma, ou uma
ruptura no fluxo de sangue do parénquima. No ovario, o aumento dos niveis de
androgénio intrafolicular pode inibir o funcionamento das células da granulosa e o
crescimento folicular (17). A alteracdo de um ambiente androgénico para um
estrogénico melhora o feedback ovariano-pituitario, permitindo estimulacéo

gonadotrofica apropriada para o desenvolvimento folicular e a ovulacéo (52).

ApoOs a diatermia ovariana, é observada diminuicdo na amplitude dos pulsos
de LH, ocorrendo a reducdo da concentracdo de androgénios. Isso ocorre,

provavelmente, pela destruicdo do estroma ovariano produtor de androgénio (49).

Existem outros fatores, como a inibina e substancias autécrinas e paracrinas
que também podem estar envolvidas na regulagdo ovariana. A remocao desses

fatores inibitérios através da destruicdo de tecido ovariano permite o recrutamento



26

de uma nova coorte de foliculos, seja espontaneamente ou através da estimulagéo

exdgena de FSH (14).

Além das taxas espontaneas de ovulacdo apos o procedimento, a diatermia
ovariana também melhora a resposta ovulatéria nas mulheres que apds o
procedimento ainda necessitam induzir a ovulacéo (8). Apds a diatermia ovariana ha
reducdo no numero de ampolas, na dose diaria e na duracdo do tratamento com
hMG (gonadotrofina humana da menopausa), havendo também reducdo na

incidéncia da sindrome do hiperestimulo ovariano (49).

O trabalho de Kaya e cols. demonstrou uma laparoscopia ovariana com
intervencdo de uma multi-agulha (LOMNI — laparoscopic ovarian multi-needle
intervention) desenvolvida pelos proprios pesquisadores que se mostrou eficiente
em restaurar os ciclos. As pacientes anovulatérias foram divididas em dois grupos:
17 mulheres realizaram a LOMNI e 18 mulheres fizeram tratamento com inducao da
ovulacdo. Todas foram acompanhadas por 6 meses. Nao houve diferenca
significativa entre 0os grupos na taxa de gestacéo, entretanto houve uma melhora na
regularidade do ciclo no grupo LOMNI. Em 8 pacientes que ndo engravidaram foi
realizada uma segunda laparoscopia para acompanhamento e ndo foi observado a
formacdo de aderéncias pélvicas. Outro dado interessante deste estudo é que as
pacientes que realizaram LOMNI apresentaram taxas de gestacdo semelhantes as
obtidas ap6s 3 ciclos de inseminacdo intrauterina, sem o risco da sindrome do

hiperestimulo ovariano e de gestacdo multipla com metade do custo (53).

Devido & comprovada eficacia da cauterizacdo laparoscopica, procedimentos

ainda menos invasivos, de menor custo e com menor potencial para causar
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aderéncias do que a VLPC tem sido pesquisado. Técnicas menos invasivas como a

minilaparoscopia com anestesia local e a fertiloscopia, ja foram descritas (14, 15).

A aspiracao folicular simples por ecografia transvaginal (transvaginal ovarian
drilling - TVOD) foi realizada em 18 pacientes com SOP, apresentando taxas de

ovulacéo (87,5%) e de gestacédo (50%) (15).

Mais tarde, foi demonstrada essa mesma proposta em 11 pacientes SOP com
ma resposta em ciclos anteriores de estimulacdo com gonadotrofinas para
fertilizagdo in vitro. Essas pacientes realizaram a TVOD antes da nova indugéo
folicular, ndo houve nenhum cancelamento de ciclo e apenas uma paciente
apresentou a SHO (sindrome do hiperestimulo ovariano). A técnica mostrou-se
menos invasiva e com menos aderéncias pélvicas que a LOD (cauterizacao
laparoscopica), permitindo a aspiracdo de foliculos menores e mais profundos que

séo visiveis a ecografia (14).

Em 2009, Gordts e cols. realizaram a cauterizagcdo ovariana através de
hidrolaparoscopia transvaginal com eletrocautério bipolar. De 28 pacientes que
realizaram essa cirurgia, 12 (43%) ovularam espontaneamente sendo que 7
engravidaram e 16 (57%) pacientes necessitaram induzir a ovulagdo com CC e
hMG. Entretanto, a técnica se mostrou segura com menor risco de aderéncias

pélvicas, principalmente em pacientes obesas (54).

Em 1998, uma breve comunicacdo sobre a eletrocauterizacdo guiada por
ecografia transvaginal em pacientes com ovario policistico foi publicada (55). Os
autores cauterizaram o0s ovarios de 6 pacientes, destas, 4 ovularam

espontaneamente e duas engravidaram apos o procedimento.
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Zhu e cols, em 2006, desenvolveram a cauterizacdo do estroma ovariano em
pacientes com SOP resistentes ao CC mediante utilizacdo de fibra 6tica e agulha de
puncdo por ultrassonografia transvaginal acoplada ao Yag-Laser. A técnica se
mostrou segura, houve ovulacdo espontanea em 19 das 22 pacientes tratadas (86%)
e gestacdo em 8 pacientes (36%) ap0s 6 meses. Ndo houve abortamentos e 3
pacientes (14%) nao ovularam espontaneamente. Essa técnica em comparacao com
a cauterizacdo por via laparoscépica mostrou algumas vantagens como a reducao

nas horas de hospitalizacédo, diminui¢éo do risco anestésico e menor custo (16).

Em 2010, esse mesmo grupo de pesquisadores publicou um trabalho similar,
porém randomizado, utilizando 80 pacientes com SOP resistentes ao CC. Foram
divididas em 4 grupos segundo o numero de pontos cauterizados no ovario: grupo A
— apenas um ponto de laser; grupo B — dois pontos; grupo C — trés pontos; grupo D
— quatro ou cinco pontos. As taxas de ovulacdo e de gestacdo foram
significativamente melhores nos grupos C e D. Novamente demonstraram a
seguranca e eficiéncia da técnica. Foi comprovado que 3 pontos de coagulacdo em
cada ovario com 10 mm de diametro apresenta 6timos resultados em pacientes com

SOP resistentes ao CC (56).

Eletrocautério/Eletrocirurgia

Eletrocirurgia é o termo usado para descrever a passagem de corrente
elétrica de alta frequéncia pelo tecido para criar um efeito clinico desejado. A
corrente elétrica € liberada através de um eletrodo ativo, percorre o corpo do

paciente e sai através de um eletrodo neutro ou de uma placa de dispersdo. Ao
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encontrar a resisténcia dos tecidos, essa corrente elétrica é transformada em calor

(57).

A densidade da corrente se reflete como a quantidade de eletricidade que flui
através de uma area do tecido, ou seja, tecido exposto a maior densidade de
corrente sofre maiores efeitos. Quando a placa de dispersao é colocada proxima ao
campo operatoério, teremos menor quantidade de energia perdida no circuito, sendo
necessarias menores densidades de corrente para se alcancar os efeitos teciduais

desejados (57).

A resisténcia dos tecidos é um fator importante, pois quanto maior a
resisténcia a corrente elétrica, maior a quantidade de calor produzido, sendo que
essa resisténcia depende da quantidade de agua e vasos sanguineos presente no
tecido (58). Os tecidos adiposo e 0sseo apresentam resisténcia superior a da pele, a
do tecido muscular e das areas bem vascularizadas. Isso se reflete na escolha do
local em que se posiciona a placa dispersiva, deve-se dar preferéncia a areas mais
vascularizadas e com presenca de tecido muscular, evitando-se areas com maior

concentracdo de gordura e proeminéncias 6sseas (59).

A placa dispersiva deve ser grande para que a eletricidade disperse em uma
area ampla de forma a ndo causar danos teciduais. O uso de geléias e pastas que
aumentem o contato da placa com a pele e reduzam a resisténcia oferecida por ela,
também sédo utilizadas (58). Quando essa placa se encontra bem posicionada, o
efeito eletrocirirgico desejado fica apenas nos eletrodos ativos, sem dispersdo de

energia (60).
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Existem duas modalidades de eletrocirurgia: o sistema monopolar e o bipolar.
Na técnica monopolar, € utilizado um eletrodo ativo para conduzir a corrente e um
eletrodo (placa) de dispersdo, para a saida da corrente. O eletrodo neutro esta
distante do eletrodo ativo. Na técnica bipolar, s&o utilizados dois eletrodos
semelhantes a uma ping¢a, que formam um so instrumento bipolar, esses eletrodos
estdo separados por pequena distancia (1 mm a 3 mm), limitando o fluxo da corrente
elétrica no tecido (61). Por essa aproximacao nos eletrodos, sdo necessarias baixas
voltagens para atingir os efeitos desejados na técnica bipolar. Esse sistema tem uma
area limitada de dispersao térmica comparada com o sistema monopolar, sendo

similar a do laser (60).

No sistema monopolar, a corrente elétrica ao ser transmitida pelo eletrodo
ativo, percorre maior area do corpo do paciente antes de encontrar o eletrodo
dispersivo. Na ponta do eletrodo, uma maior densidade de corrente € produzida com
efeito térmico resultante e ocorre a destruicdo localizada no tecido. A placa
dispersiva € relativamente maior em area do que a do eletrodo, isso para reduzir a
densidade de corrente elétrica do local onde foi colocado e evitar queimaduras
indesejaveis (62). Esse sistema oferece maiores riscos, pois maior quantidade de
tecido estd exposta a eletricidade. As lesdes em eletrocirurgia monopolar ocorrem

mais frequentemente no local da placa dispersiva (59).

A maior vantagem do sistema monopolar, sobre o sistema bipolar, consiste na
facilidade de uso. Essa caracteristica constitui a principal razdo da utilizacdo do
sistema monopolar, antes da técnica bipolar. Entretanto, as questdes de seguranca,

da técnica monopolar (les6es térmicas no local da placa dispersiva) estimularam o
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uso do sistema bipolar (58). A energia elétrica proporcionada pelo eletrodo bipolar,
por se manter em um trajeto entre as duas hastes, produz lesdes térmicas mais

superficiais e mais localizadas que as produzidas pelo eletrodo monopolar (63).

Riscos da diatermia ovariana

Quando utilizado o eletrocautério para diatermia ovariana, as maiores
complicacBes observadas seriam a formacdo de aderéncias pélvicas e faléncia
ovariana precoce (8, 64). A laparoscopia produz menos aderéncias em relacdo a
resseccdo em cunha dos ovarios preconizada por Stein e Leventhal. Comparando-
se a diatermia ovariana realizada com laser, com aquela provocada pelo
eletrocautério, observa-se que a primeira provoca maiores aderéncias. Além disso, o
laser estaria associado a menores taxas de gestacao, provavelmente porque o laser
produz maiores danos na superficie do ovario, pela caracteristica de sua lesdo em
formato de cone, sendo a base maior do cone situada no estroma ovariano (49, 65).
Outro estudo comparando a diatermia por laser e por eletrocautério demonstrou que
o eletrocautério produz menor dano superficial ao ovario e provavelmente menos

aderéncias (9).

Taskin e cols. compararam a quantidade e extensdo das aderéncias
provocadas pela cauterizagdo ovariana realizada por videolaparoscopia e por
minilaparoscopia. Os grupos foram divididos conforme o procedimento realizado e
ap6s 3 semanas uma minilaparoscopia avaliava as aderéncias. No grupo da
minilaparoscopia houve menor exposicdo ao pneumoperitbnio com CO,, menor

tempo cirdrgico e recuperagdo mais rapida. O grupo da videolaparoscopia além de
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apresentar significativamente mais aderéncias (48% vs 24%, p <0,05), estas eram

mais extensas do que as encontradas no grupo da minilaparoscopia (12).

A frequéncia de aderéncias provocadas por LOD foram também estudadas
apos diferentes numeros puncdes ovarianas: um grupo de 48 mulheres foram
tratadas com 6 puncdes no ovario esquerdo e 12 no lado oposto; e 0 outro grupo
com mesmo numero de mulheres que tiveram 6 puncdes no ovario direito e 12 no
ovario contralateral. Apés 6 semanas foi realizada a segunda laparoscopia para
avaliacdo. Sessenta por cento das mulheres apresentavam aderéncias, sendo
53,7% bilaterais e 46,3% monolaterais. Os autores observaram que o0 ovario
esquerdo parece mais propenso a formacédo de aderéncias firmes do que o ovario
direito. Essa pré-disposicdo pode ocorrer pela diminuicdo da movimentacdo de

fluidos no lado esquerdo da pélvis causado pela anatomia do célon sigmoide (13).

Para minimizar a ocorréncia das aderéncias, devem-se evitar lesdes na
superficie ovariana. Isso pode ser realizado com a utilizacdo de agulhas com
isolante em sua extensdo, exceto na ponta que ira penetrar o ovario. A ponta da
agulha deve ser bem afiada para penetrar com seguranca o0 ovario e realizar a
coagulacdo do estroma ovariano. A aplicacdo de energia sO inicia apdés a
extremidade nao isolada estar dentro do ovario, prevenindo as lesfes superficiais
ovarianas, bem como, em 6rgéos vizinhos como trompas, intestino e grandes vasos

(66).

Para diminuir o risco de faléncia ovariana precoce, deve ser evitada
eletrocoagulagéo proximo ao hilo do ovario. Realizar mais de 20 punc¢des por ovério,

além de ndo ser necesséario, pode provocar destruicdo de todas as unidades
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foliculares, levando a faléncia ovariana (49). Alguns autores sugerem 6 a 12
perfuracdes em cada ovario, dependendo do tamanho do mesmo (66). Amer e cols.
demonstraram que 3 a 6 puncdes (450 - 900 joules) por ovario apresentam taxas

significativamente melhores para ovulagéo e gestacdo em mulheres com SOP (67).

Outro limitante da diatermia ovariana laparoscopica € a necessidade de
anestesia, obrigatoriamente geral (68). Quanto ao tipo de anestesia, estudos com a
minilaparoscopia demonstraram vantagens ao utilizarem apenas a sedacdo em
carater ambulatorial, com recuperacdo mais rapida da paciente, sem necessidade de

internacdo e com menos intercorréncias causadas pela anestesia geral (12).

Em 1998, Li e cols. compararam a cauterizacdo ovariana a laser com a
realizada com eletrocautério. Este ultimo requer uma agulha especializada que pode
ser esterilizada e reutilizada, o laser necessita de um equipamento mais sofisticado
e uma ponteira de uso Unico. Os autores demonstraram que 0S equipamentos da
diatermia elétrica sdo mais faceis de manipular e o aprendizado foi mais rapido (9).
O estudo da minilaparoscopia mostra vantagens deste procedimento, entretanto, os
autores concluem que o mesmo € efetivo quando o material necessario para

realizacdo da cauterizacdo a laser é adequada e os cirurgides sao capacitados (12).

Em 2009, Api fez algumas criticas a tecnologia utilizada no estudo de Zhu e
cols. Inicialmente, relata que a fibra ética de 400 um de diametro ndo é facil de ser
visualizada mesmo pelo ultrassom de alta definicdo, os equipamentos necessarios
sdo de alto custo, e a maioria dos hospitais ndo dispde do material necessario nem

de pessoal capacitado para operar o laser. Este autor acredita que por ndo estar sob
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anestesia geral, a paciente pode mover-se involuntariamente podendo provocar

lesGes indesejadas (69).

Cauterizacdo ovariana com modelos experimentais

Os animais destinados ao abatedouro sdo importantes para a pesquisa
cientifica. Como sdo animais que ja estdo destinados ao abate por causas
comerciais, qguando néo for prejudicado seu destino como alimento e 0 mesmo nao
sofrer, nada impede que sejam utilizados para pesquisa cientifica. Devemos sempre
cuidar o bem-estar do animal, fazendo analgesias e sedacfes adequadas para o

procedimento que se quer testar.

Antes da realizacdo de procedimentos invasivos em humanos, é prudente que
se comprove a seguranca, eficacia e efetividade da técnica em modelos
experimentais. A cauterizacdo ovariana com laser foi testada inicialmente em
cabras, demonstrando um dano minimo superficial no ovario e nenhuma formacéao

de aderéncia (70).

Para comprovar a viabilidade de lesdo ovariana com laser, os pesquisadores
utilizaram sete cabras maduras, divididas em 2 grupos: no grupo | (2 cabras) foi
realizada uma laparotomia, cauterizacdo a laser por diferentes voltagens nos dois
ovarios e as cabras abatidas 1 dia apdés a cirurgia. No grupo Il (5 cabras) a
abordagem laparoscopica, cauterizacdo a laser com diferentes voltagens em um
ovario, sendo o contralateral controle. Esses animais foram abatidos 81 dias apos a

cirurgia sendo realizada a inspec¢éo da pelve para identificar aderéncias e os ovarios



35

encaminhados para exame histopatoldgico (70). Os resultados do grupo |
demonstraram que quanto maior a energia utilizada no centro do ovario, mais as
lesBes se estendiam até a superficie. No grupo Il ndo foram observadas aderéncias
quando utilizado menor poténcia, entretanto, maiores voltagens resultaram em
aderéncias periovarianas. Os pesquisadores concluiram que a cauterizacao
ovariana com laser é possivel e que, com baixas voltagens, ndo ha formacao de

aderéncias (70).

Em 2008 Hendriks e cols., avaliaram as lesdes térmicas produzidas pelo
eletrocautério (monopolar e bipolar) e com o laser CO, em 6 ovarios de vacas
coletados em abatedouro (65). O objetivo era comparar a extensdo da lesao
ovariana provocada pelas formas mais frequentes de drilling ovariano utilizado em
pacientes com SOP. A lesdo do laser CO,, 25 W por 6 segundos, foi superficial em
forma de cone, com menor lesdo tecidual por area (24 mm?®). O eletrocautério
bipolar, com 25 W por 3-5 segundos, ocasionou uma lesdo maior em forma de
cilindro de 287,6 mm® e o eletrocautério monopolar, com 30 W por 4 segundos,
provocou menor dano na superficie do ovario, com uma lesdo também cilindrica
intermediaria de 70 mm?®. Esse estudo demonstrou haver diferencas significativas
nas lesbes provocadas pelas diferentes formas de cauterizacdo. Os autores
enfatizam a dificuldade para estudar cauterizacdo em ovarios de humanos e
consideram os ovarios de vacas pelo tamanho, morfologia celular, fisiologia, ciclo

ovariano e endocrinologia um excelente modelo experimental (65).



Objetivos

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a seguranca e eficiéncia da
eletrocauterizacdo monopolar por via transvaginal, sob controle ecografico em

animais de experimentacdo (ovelhas e vacas em idade reprodutiva).
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Abstract

Study objective: to develop a minimally invasive ovarian cauterization
technique under transvaginal ultrasound control, and to evaluate the safety of the
transvaginal ovarian monopolar cauterization, female sheep at reproductive age were
used as an experimental model. Design: experimental study. Design classification:
[I-3. Setting: university research center. Animals: seventeen female sheep (15
Corriedale e 2 Suffolk) in reproductive age were included in this study.
Interventions: transvaginal ovarian cauterization with a monopolar Valleylab Force 2
electrocautery. Measurements and main results: macroscopic and microscopic
lesions were assessed. Ovarian size were 1.31 cm? + 0,43 (Corriedale) and 3.41 cm?
+ 0,64 (Suffolk). From 30 ovaries from Corriedale sheep punctured, only 3 were
cauterized, presenting macroscopic and typical microscopic lesion. In the Suffolk
sheep group, only one ovary was cauterized. No lesion could be found in the needle
path. Conclusion: this is the first experimental animal model described for ovarian
cauterization needle guided by transvaginal ultrasound. The sheep does not seem to
be the ideal animal model to study this technique. Another animal model, whose
ovaries are better identified by transvaginal ultrasound should be sought for this
technique, theoretically less invasive, before it could be offered safely to women with

polycystic ovary syndrome.

Keywords: transvaginal ovarian drilling; ovarian diathermy; sheep; polycystic

ovary syndrome
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Introduction

The polycystic ovarian syndrome (PCOS) is the endocrine-metabolic disorder
that affects more women on reproductive age, with a prevalence of 5 to 10 % (1).
This syndrome is characterized by anovulation, clinical or biochemical
hyperandrogenism and ultrasound image showing several small ovarian follicles (2).

In addition, 60 % of the patients are obese and several have insulin resistance (1).

Clomiphene citrate (CC) is the recommended first-line treatment for ovulation
induction in PCOS patients (3). However, around 20 % of PCOS women are resistant
to CC, requiring the second-line intervention: exogenous gonadotropins or

laparoscopic ovarian surgery (3).

Ovulation induction with gonadotropins requires daily parenteral injections,
intense monitoring of ovarian response, and is associated with increased occurrence

of multiple pregnancy and ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) (4).

Laparoscopic ovarian surgery alone is as effective as gonadotropins to induce
ovulation and has similar pregnancy rates. Laparoscopic drilling induces unifollicular
ovulation with no risk of OHSS or high-order multiples (3). Nonetheless, laparoscopic
electrosurgical drilling requires hospital treatment, general anesthesia, and the risk of

postoperative adhesions cannot be ignored (5, 6).

Some techniques of transvaginal ovarian drilling have been described in
elegant studies (7, 8), nevertheless a monopolar transvaginal ovarian cauterization,
that use the expertise and safety of transvaginal puncture for oocyte captation (9),

seems to be an easier and feasible approach (10).
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The aim of this study was to develop a minimally invasive ovarian
cauterization technique under transvaginal ultrasound control. To evaluate the safety
of the transvaginal ovarian monopolar cauterization, female sheep at reproductive

age were used as an experimental model.

Materials and methods

Seventeen female sheep in reproductive age were included in this study. Ten
days before the procedure, menstrual cycle in the sheep was induced and
synchronized with the wuse of intravaginal pessaries with 50 mg of
medroxyprogesterone acetate. Before the ovarian cauterization (48 h), the pessaries
were removed and 300 to 600 IU of eCG (Novormon 5000, Intervet Schering-Plough

Animal Health) was administered IM.

On the day of the procedure, the sheep was sedated with a combination of
xylazine 2 % and ketamine 10 %. The animal was positioned in right lateral position
and immobilized, the bladder emptied through catheterization. The pelvic structures
were identified by transvaginal ultrasound. In the vaginal probe, a guide was attached
guide and the puncture needle was inserted through this guide. The ultrasound
equipment used was an Aloka 500 (Aloka, Tokyo, Japan) with vaginal probe of 6.5

MHz.

The needle for cauterization was exclusively developed for this study by
Helena von Eye Corleta and manufactured in the Department of Biomedical

Engineering of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. It was made of stainless steel
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with 1.5 mm in diameter and 35 cm long, insulated throughout its length except for 3

mm distal. The proximal end was connected to the electrocautery (figure 1).

The left ovary (LO) was punctured in four points and applied a voltage of 40 W
for 5 s at each point, resulting in a total of 800 J (Joules) of thermal energy. In the
right ovary (RO), the procedure was similar, with the same power for 10 s, resulting in
a thermal energy of 1600 J. The electrocautery used was a Valleylab Force FX with

monopolar coagulation (Valleylab, Boulder, USA).

Histological analysis was performed by experienced pathologist and changes
caused by the puncture and cauterization were identified. Two days after the
procedure, the sheep were slaughtered and a thorough inspection in the needle path,

looking for lesions secondary to cauterization or puncture was performed.

Ovaries were collected, fixed in 10 % formalin, sliced and submitted to the
routine histological processing, dehydrating in alcohol, clearing in xylene, and
paraffin impregnation. Slices (4 um) were obtained and stained with hematoxylin-

eosin technique.

This experiment was performed in accordance to the Brazilian College of
Animal Experimentation (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA)
and was approved by the Ethics Comittee of the Grupo de Pesquisa e POs-

Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (#07113).
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Results

The procedure was performed in 15 Corriedale and 2 Suffolk female sheep.

The weight of the animals and the size of the ovaries are shown in table 1.

Of the 30 ovaries of Corriedale sheep, whose average size was 1.31 cm?, only
3 were affected by ovarian cauterization, presenting macroscopic (figure 2) and
typical microscopic lesion (figure 3). In the Suffolk sheep group, only one ovary was

cauterized.

Forty eight hours after cauterization, animals were sacrificed and injuries due
to puncture or cauterization in the needle path were searched. Although the total
thermal dose (n puncture X n second X Power W) delivered was 800 J (4 x 5s X
40W) on the left side and 1600 J (4 x 10s x 40W) on the right (5), no lesion could be

found in the needle path.

Discussion

Since 1990, less invasive methods for conducting and ovarian drilling (8, 10,
11) have been investigated, and a number of surgical procedures that destroy or
remove ovarian tissue to restore ovulation in SOP patients have been described (12,
13). Although the surgical of new modalities have easy applicability and low cost with

shorter hospital stay, the safety of the procedures remain to be defined (7).

In this study, the practicability and security of a transvaginal ovarian

cauterization in a medium size animal (sheep), with the monopolar eletrocautery
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Valleylab was tested. The most frequently reported complication is alternate site
burns due to high current density at an erroneously applied ground (return) electrode.
This risk has been reduced by modern generators that are isolated from earth ground
and have detectors that disable the machine and activate an alarm if the ground

electrode circuit is faulty (14).

The main difficulty of the experiments was the correctly identification of the
sheep ovaries. Ovarian size and antral follicles count are much smaller in the sheep
than in cattle or humans. This may help explain the high variation in the gray-scale

pixel values observed in the ultrasound image (15).

Even in the largest sheep, the ovaries (3.41 cm®) are much smaller than those
found in women with PCOS, which have up to twice the size of the ovaries from

ovulatory women (10 cm®) and are easily identified for ovarian puncture.

Besides the small size of the ovaries, another important factor contributing to
the difficult identification of the gonads was the vaginal approach. In the sheep,
follicles and uterus examination tend to have better results with rectal ultrasound
(16). However, for better simulation of the technique used in women, the transvaginal
ultrasound and puncture, the same technique for oocyte retrieval in IVF procedures,

was preferred.

In the four ovaries punctured and cauterized the histological lesions were
characteristic with hemorrhage, necrosis and perivascular infiltration of neutrocytarian
cells. Similar histological findings have been previously described 48 h after laser

cauterization of sheep ovaries (17).
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The positive aspect of this work is that no intrabdominal lesions secondary to
puncture or cauterization were found in the needle path. It was surprising that after
2400 J of total thermal dose administered to the pelvis, no lesion was found.
Probably, the area cauterized was a pelvic intra-abdominal fat, which showed no

apparent tissue injury after 48 h.

Conclusions

This is the first experimental animal model described for ovarian cauterization
needle guided by transvaginal ultrasound. The sheep does not seem to be the ideal
animal model to study this technique: their ovaries are too small and too difficult to
identify by transvaginal ultrasound. Another animal model, whose ovaries are better
identified by transvaginal ultrasound should be sought for this technique, theoretically

less invasive, before it could be offered safely to women with PCOS.
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Legends

Figure 1. Needle developed for transvaginal ovarian cauterization: (a) the needle; (b)

the conexion for eletrocautery; (c) the distal tip not insulated.

Figura 2. Lesion in cauterized ovary of a Corriedale sheep (macroscopy).

Figure 3. Cauterization lesion (histology): (a) 40 X, general injury; (b) 100 X,

bleeding: (c) 200 X blood vessels with neutrophiles: (d) 400 X, granulation tissue.

Table 1. Sheep weight and ovaries sizes.
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Table 1

Breed

Sheep weight
(mean £ SD)

Ovaries sizes
(mean £ SD)

Corriedale (n = 15)

Suffolk (n = 2)

345kg +3.0

105.0 + kg + 27.5

1.3cm3+0.4

3.4cm’+0.6
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Abstract

Study objective: develop a minimally invasive ovarian cauterization technique
under transvaginal ultrasound control, and evaluate the safety and efficacy to cause
the injury of the ovarian monopolar cauterization with female cattle at reproductive
age used as an experimental model. Design: experimental study. Design
classification: 1I-3. Setting: university research center. Animals: eleven female
bovine in reproductive age were included in this study. Interventions: transvaginal
ovarian cauterization with a monopolar Valleylab Force FX electrocautery.
Measurements and main results: macroscopic and microscopic lesions were
assessed. From 22 ovaries punctured 20 were cauterized, presenting macroscopic
and typical microscopic lesion. No lesion could be found in the needle path. The
measures of the areas calculated by estimates of volume cylindrical showed a
median of 1.12% in the right ovary and 1.65% in the left ovary. When the estimate
was calculated by spherical shape, the medians were 1.77% in the right ovary and
3.06% in the left ovary. There was a statistically significant difference in these two
estimates, when sphere p=0.008 and when cylinder p=0.021. Conclusion: This
experimental animal model described for ovarian cauterization needle guided by
transvaginal ultrasound seems to be adequate. The safe and effectiveness of this
technique, theoretically less invasive, could be tested in anovulatory women with

PCOS.

Keywords: transvaginal ovarian drilling; ovarian diathermy; bovine; polycystic ovary

syndrome
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Introduction

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a multifactorial syndrome characterized
by at least two of the following three changes: anovulation, hyperandrogenism, and
enlarged ovaries on ultrasound (1, 2). Due to its high prevalence it is the most
common cause of anovulatory infertility. The consensus on infertility treatment
related to PCOS published in 2008 enforces the use of clomiphene citrate (CC) as
the first line treatment for ovulation induction (3, 4). However, around 20% of PCOS
patients are resistant to CC requiring second-line intervention to ovulate: exogenous
gonadotrophins or surgical ovulation induction (ovarian diathermy) (3). After six
months of treatment both interventions have equal pregnancy rates (5). Ovulation
induction with gonadotropins requires intense monitoring of ovarian response, is
associated with increased occurrence of multiple pregnancy and ovarian

hyperstimulation syndrome (OHSS) (6).

Laparoscopic ovarian diathermy (LOD) presents high rates of ovulation (80%
to 90%) and pregnancy (60% to 80%) (5, 7, 8). A single LOD leads to repeated
ovulatory cycles and potential pregnancies without the need of repeated drug

treatments, it is important to provoke mono-ovulation without multiple pregnancy risk

(9).

Nonetheless, LOD requires hospital treatment, general anesthesia, and risk of
postoperative adhesions cannot be ignored (8, 10). With the aim to reduce adhesions
and simplify ovarian cauterization, microlaparoscopy without general anesthesia (11)
and techniques of transvaginal ovarian drilling (TVOD) with laser has been described

(11-14).
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A brief communication from Syritsa e cols. in 1998 reported a transvaginal
ovarian electrocoagulation in 6 anovulatory PCO patients. There were no

complications and after 8 weeks 4 patients were pregnant (15).

To test the efficacy and safety of ultrasound TVOD, we are pursuing an animal
experimental model. Using sheep as an experimental model (16), there were no
intrapelvic thermal injuries secondary to transvaginal cauterization, however the
effectiveness could not be demonstrate. The aim of this study was to establish the
efficacy and safety of the transvaginal ultrasound ovarian diathermy with monopolar

cauterization using cows in reproductive age.

Materials and methods

Eleven female cattle of 2-3 years old were included in this study. Two days
before being sent to the slaughterhouse, cows were submitted to ovarian
cauterization. The needle for cauterization was exclusively developed for TVOD by
Helena von Eye Corleta and manufactured in the Department of Biomedical
Engineering of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. It was made of stainless steel
with 1 mm in diameter and 55 cm long, insulated throughout its length except for 3

mm distal. The proximal end was connected to the electrocautery (figure 1).

On the day of the experiment the animals were contained in appropriate local
for immobilization. Acepromazine 1% was used for tranquilization of animals and 2%
lidocaine for low epidural anesthesia. An ultrasound device Aloka SSD-500 and 5

MHz sector transducer (UST9111) coupled to a guide with transvaginal chuck
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external drive allowing the operator of the needle was used for the visualization of the

ovaries.

After ovarian identification, ultrasonography measure of the size of the ovaries
was performed by measuring three different dimensions in centimeters (length, width
and thickness) and then adjusted by the classical formula for a prolate ellipsoid (V =

L x W x T x 0.523) (17).

The right ovary (RO) was punctured in four points and applied a voltage of 40
W for 5 s at each point, resulting in a total of 800 J (Joules) of thermal energy. In the
left ovary (LO), the procedure was similar, with the same time and 80 W of voltage,
resulting in a thermal energy of 1600 J. The electrocautery was a Valleylab Force FX

with monopolar coagulation (Valleylab, Boulder, USA).

Two days after the procedure, the cows were slaughtered and macroscopic
examination of the ovaries was performed with a thorough inspection of the needle
path, looking for lesions secondary to cauterization or puncture. Immediately after,
the ovaries were collected and volumes were measured by water displacement with
the help of a Becker glass of water. Ovaries were fixed in 10% formalin and
histological analysis was performed by experienced pathologist and changes caused

by the puncture and cauterizations were identified.

After 10 days in formalin, the ovaries were measured with a ruler in
centimeters through three different measures: height, length and width, than adjusted

by the same formula (V =L xW x T x 0.523) (17).
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Macroscopic analysis was done by the pathologist and the specimens were
subjected to serial sections of 3 mm thick. The puncture site, any anomalous areas
were identified, and to control normal ovarian parenchyma, the ovaries were sent for
microscopic examination. The specimens followed the routine histological processing
with dehydration in alcohol, clarified in xylene and impregnation in paraffin. The
blocks were sectioned in 4 um thick, on two levels with 50 um apart, and stained
using hematoxylin-eosin. The microscopic analysis aimed to the effects caused by
electric current and to temperature change due to the different applied voltage.
Microscopic analysis was also performed by a pathologist without knowledge of the

laterality of the ovary.

The area of the lesion caused in the ovary were quantified using the software
Imaged 1.40G (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Washington, D.C.,
USA, public domain). The slides were reviewed and the largest lesion in each ovary
was gquantified by ImageJ and lesion area was estimated as part of a cylinder or a
sphere. To calculate the first approximation, it was estimated that the lesion had a
uniform thickness of 3mm because as the needle has a diameter of 1 mm was
considered an extension of the lesion 100% for each side with an injury cylinder-
shaped, as described (18). To calculate the second approximation the lesion was
considered as the volume of a sphere (V=4/3*m*r®), whose radius is equal to the

square root of the area calculated from ImageJ over 1 (r=VA/TT).

To define the percentage of lesions in each ovary we divided the lesion
volume defined by the two approaches (cylindrical and spherical) by the estimated

volume by water displacement caused by the ovary.
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We performed the Shapiro-Wilk test with correction of Lilliefor for review of
normal results. As the results did not show a normal distribution and to compare the
variables (both features as outcomes) between the right ovary (800J) and left
(1600J), was applied the Wilcoxon Signed Ranks Test. To compare the ovarian
volume in three different moments (ultrasound, after slaughter and after formalin) we
used the Friedman test. The correlation between ovarian volumes obtained by
ultrasound, after slaughter and after formal was evaluated by Spearman correlation
coefficient. For all tests will be considered statistically significant when P < 0.05. All
analyzes will be done through the data processor SPSS 19.0 (Statistical Package for

the Social Sciences).

This experiment was performed in accordance to the Brazilian College of
Animal Experimentation (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA)
and was approved by the Ethics Comittee of the Grupo de Pesquisa e POs-

Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (#110072).

Results

The ovary cauterization was performed in 11 female cattle with 2-3 years old
and average weight of 466 (x23.3 SD) kg. The ecographic characteristics of the
ovaries, the volume measured by ultrasound, on the day of slaughter and after 10
days in 10% formalin are shown in table 1. At the right ovaries, 5 had 1 follicle larger
than 10mm and one had 2 follicles, and 6 had a luteous body. In the left ovaries, 4
had 1 follicle larger than 10mm, 4 had 2 follicles larger than 10mm and 4 had a

luteous body. The characteristics of right and left ovaries were similar, being possible
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to compare both after the use of different energies (volts) for ovarian cauterization

(table 1).

The correlation between the different methods for determining the ovarian
volumes is shown in Figure 2. There was a strong correlation (r = 0.841) between the
volumes of ovarian after slaughter (measured by volume displacement of water) and
after formalin. The volume estimated by ultrasound did not correlate with other

measures being significantly higher (p = 0.003).

From 22 cauterized ovaries just two did not show lesions, due to problems
during ovarian collection at slaughterhouse, where these two ovaries were sectioned
and a small piece of each was left to examination. The LO of cow SB1RA and RO of
cow 6351 was sectioned and no lesion could be identified in the pieces left. Although
the total thermal dose delivered was 800 J (4 x 5s x 40W) on the right side and 1600
J (4 x 5s x 80W) on the left, no lesion could be found in the needle path. The 20
ovaries showed macroscopic and histological lesions as expected (figure 3). The
microscopic histological lesion characteristic two days after cauterization is identified
as hemorrhage, necrosis and perivascular infiltration of neutrocytarian cells (16, 19,

20).

The measures of the areas calculated by estimates of volume cylindrical
showed a median of 1.12% in the right ovary and 1.65% in the left ovary. When the
estimate was calculated by spherical shape, the medians were 1.77% in the right
ovary and 3.06% in the left ovary. There was a statistically significant difference in

these two estimates, the lesion area of the right ovary (800J) and left (1600J) (p
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<0.05) shown in figure 4. The amount of tissue cauterized, when sphere p=0.008 and

when cylinder p=0.021.

Discussion

The ultrasound TVOD proved effective and safe in this experimental model.
Cows present themselves as a suitable experimental model due to the similarity of
the ovaries size and location in the vaginal vault and the characteristic of the estrous
cycle, similar to that of women (18, 21). All animals submitted to the procedure
showed typical macroscopic and microscopic lesions due to monopolar ovarian

cauterization, without lesions found in the needle path.

The ovarian volume measured by ultrasound was quite different from the other
two measurements. This results is compatible with the study from Brett and cols. that
demonstrated a lack of precision in ovarian volume measurement by 2D and 3D
ultrasound, which is greater for lower ovarian volumes (22). The authors advise that
the error possibility should be taken into account when making clinical decision. The
ovarian volumes measured after slaughter and after formalin were correlated, as

expected.

There are only two studies reporting the amount of histological damage after
ovarian drilling procedures. El-Sheikhan et al (2004) demonstrated lesions between
0.38 and 1 % of the ovary (in 42—45 year-old patient without PCO) using 4 (800 J)

and 8 (1600J) punctures of 40 W over 5 seconds that are removed immediately after
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drilling (20). Hendriks et al compared the extend and characteristics from tissue
damage in bovine ovaries (in vitro) after bipolar, monopolar or carbon dioxide laser
ovarian drilling (18). The bipolar electrocoagulation resulted in significantly more
ovarian destruction than CO2 laser and monopolar electrocoagulation. The damaged
with CO2 and monopolar was approximately 0.2—1.0 cm? in in vitro cow ovaries (18).
These results are not comparable to the present study because the amount of energy
was not comparable, and the study was in vitro. Vascularized tissue probably results
in less damage than that produced in vitro, as differences in water content and heat

sink effect might reduce the lesion (23).

This is the first publication addressing the in vivo ovarian damage 48hs after
drilling. The extent of damage in the right ovary (800J) varies between 1.12-1.77%
and in the left ovary (1600J) between 1.65-3.06%. The smaller cow ovaries, as the
ovaries from women above the age of 40 years (20) could be more resistant to
thermal damage compared to the soft large polycystic ovaries full of small micro and
macrocysts in a younger women. The inflammatory response and the tissue reaction
48h after drilling even with 1600J were around 5% of the cow ovary, as patients with
polycystic ovarian disease have an increased ovarian volume (>10cm?), the extent of
ovarian injury is expected to be even smaller, especially with the use of non-
aggressive protocols (<800J) as proposed by Amer et al (10). This amount of
destruction will not cause premature ovarian failure, which is one of ovarian

diathermy concern (24).

Another concern is the presence of periovarian adhesions after drilling.

Mercorio et al described in second look laparoscopy high incidence of adhesion
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formation after LOD (25). Hendriks et al demonstrated that the cylinder shaped lesion
from the monopolar electrocautery reduce ovarian surface lesions compared to the
cone of laser drilling (18). It is supposed that the greater the ovarian surface damage,
higher the risk of periovarian adhesions (18). On the other hand Taskin et al
associated adhesions in LOD with the CO2 pneumoperitonium (11), that is not

required in TVOD.

TVOD performed in PCO women with ovaries around 10cm?®, using the
expertise and safety of the transvaginal puncture for oocyte capitation (26) should be
easier than in cows, and probably a simple and feasible approach as Syritsa

suggested in 1998 (15).

Conclusions

This experimental animal model described for ovarian cauterization needle
guided by transvaginal ultrasound seems to be adequate. The cattle are an ideal
animal model to study this technique: their ovaries are similar to woman and ease to
identify by transvaginal ultrasound. The safe and effectiveness of this technique,

theoretically less invasive, could be tested in anovulatory women with PCOS.
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Legends

Table 1. Characteristics of the ovaries from 11 cows.

Figure 1. Needle developed for transvaginal ovarian cauterization: (a) the needle; (b)

the conexion for eletrocautery; (c) the distal tip not insulated.

Figure 2. Correlation of ovarian volumes after ultrasound, after slaughter and after

formal.

Figura 3. Ovaries images: (a) ovaries of animal 6333 after slaughter showing the
macroscopic lesions of left ovary and right ovary; (b) ovarian sections of animal 6333
after formal; (c) SB2 right ovarian histology (40X), after hematoxylin-eosin staining —
red circle, normal ovary; red arrow, hemorrhagic area in the border of the lesion; blue
arrow, center of the lesion with necrosis due to coagulation; (d) 6333 right ovarian

histology (40X), after hematoxylin-eosin staining.

Figure 4. Box-and-whisker plot of the mean tissue damage at the ovaries. Lesions
estimated by cylinder or sphere. The upper line of the box represents the upper
quartile, the thick line in the middle represents the median, and the lower line

represents the lower quatrtile.
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Table 1
Right ovary (SD) Left Ovary (SD)
Volume at ultrasound (cm®) 27.79 (12.62) @ 19.51 (6.21)"°
Volume after slaughter (cm®) 10.27 (6.3) 11.45 (4.8)
Volume after formal (cm®) 8.25 (5.75) 8.03 (5.18)
Presence of Follicles > 10 mm (n) 7 12
Presence of luteous body (n) 6 4

Volume at ultrasound was statistically different from the other two volumes measured

(p=0.003; "p<0.000).

OBS: There were 11 ovaries at the day of the procedure (ultrasound) and after

slaughter there were 10 ovaries at each side.
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Consideracfes Finais

A inducdo cirdrgica da ovulacdo é uma das possibilidades de tratamento em
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos. A diatermia ovariana por ecografia
transvaginal € menos invasiva do que a cauterizacdo realizada por
videolaparoscopia. Este procedimento ndo necessita de anestesia geral, apenas
sedacédo e tem menor custo. Neste estudo foi desenvolvido um modelo experimental
visando testar esta abordagem em mulheres.

Em animais de médio porte (ovelhas), com ovarios pequenos, a cauterizacao
nao foi possivel pela dificil identificacdo ecografica do ovario. Contudo, quando
realizada em vacas (animais de grande porte), foi possivel identificar
ecograficamente os ovarios e cauteriza-los. Para este trabalho foi desenvolvida uma
agulha especial revestida com material isolante e deixada apenas a ponta com
capacidade de cauterizacdo. Nos animais avaliados ndo houve lesbes
extraovarianas no trajeto da agulha, demonstrando a seguranca da técnica.

A perspectiva € a utilizacdo desta técnica em mulheres com anovulacdo por
SOP resistentes ao citrato de clomifeno. Provavelmente, a experiéncia na puncao
ovariana para captacdo de odécitos e o volume ovariano das pacientes com SOP

tornara este procedimento mais facil em mulheres.
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