ISSN 1981-5484 Acta Veterinaria Brasilica, v.10, n.1, p.98-103, 2016

EFEITO DE DIFERENTES SITIOS RECEPTORES NO
DESENVOLVIMENTO DO AUTOTRANSPLANTE OVARIANO EM
CAMUNDONGAS BALB/C

[Effect of different receptor sites on the development after ovarian autograft balb/c female mice]

Fernanda Araujo dos Santos'’, Muriel Magda Lustosa Pimentel', Parménedes Dias de Brito', Michelly
Fernandes de Macedo?, Marcelo Barbosa Bezerra?

! Alunos do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
2 Departamento de Ciéncia Animal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Laboratério de Transplantes Gonadais e
Producéo In Vitro de Embrides, LTG-PIVE UFERSA.

RESUMO - Objetivou-se comparar dois sitios receptores no transplante autélogo ovariano em camundongas.
Doze camundongas BALB/c foram divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais com quatro animais
em cada. O G1 - animais ndo submetidos ao transplante, G2 - animais que receberam o fragmento ovariano no
perimétrio, G3 - animais que tiveram o tecido subcutaneo abdominal como sitio receptor. Para o transplante, as
fémeas foram submetidas a ovariossalpingectomia bilateral. O ovario esquerdo foi encaminhado para
processamento histolégico. O cortex do ovario direito foi fragmentado e reimplantado nos locais especificados
de acordo com os grupos. Os transplantes foram recuperados em 3/4 das camundongas em cada grupo tratado.
No lavado vaginal, observou-se em metade das fémeas do G3 e em 3/4 das fémeas do G2 retorno da ciclicidade.
Observou-se presenca de corpos liteos em 1/4 dos transplantes do G3 e metade nos do G2. Na populacao
folicular, foram observados todos os estadios de desenvolvimento. Comparando os sitios receptores observou-se
maior porcentagem de retorno a ciclicidade, bem como de foliculos, nos animais que tiveram o perimétrio como
local do transplante. J& no subcutdneo houve menor crescimento folicular e menor quantidade de corpos l0teos.
Dessa forma, conclui-se que o transplante autélogo ovariano alocado no tecido subcutdneo e no perimétrio
permitiu tanto a manutencdo tecidual quanto o desenvolvimento folicular, porém, o sitio de escolha vai depender
do objetivo final que se almeja com a técnica.
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ABSTRACT - The aim of this study was to compare two receptor sites in ovarian autologous transplantation in
mice. Twelve Balb-c mice were randomly divided into three groups of four animals each: G1 - non-transplanted
animals, G2 - animals which received the ovarian fragment in the perimetrium, G3 - animals which had the
abdominal subcutaneous tissue as a receptor site. For transplantation, mice were subjected to bilateral
salpingectomia. The left ovary was submitted for histological processing. The right ovarian cortex was
fragmented and reimplanted in the specified places according to the groups. Transplants were recovered in 3/4 of
the mice in each treatment group. In vaginal washes, the return of the ovarian activity in half of the females of
G3 and 3/4 females of G2 was observed. It was detected the presence of corpora lutea in 1/4 of G3 transplants
and half in G2. In follicular population all stages of development were observed. Comparing the receptor sites, it
was observed a higher percentage of return to cyclicity, as well as of follicles, in animals which had the
perimetrium as the site of transplantation. In the subcutaneous, there was a lower follicular growth and lower
quantity of corpus luteum. Thus, ovarian autologous transplantation allocated in the subcutaneous tissue and
perimetrium allowed both tissue maintenance and follicular development; however, the site of choice will
depend on the final goal one aims with the technique.
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INTRODUCAO

O ato de introduzir cirurgicamente o ovario inteiro
ou fragmentos de cOrtex ovariano no proprio
animal, préximo (ortotdpico) ou  distante
(heterotopico) de sua posicdo anatbmica original é
definido como autotransplante ovariano (Macedo,
2007).

O transplante ovariano ortotdpico possibilita o
retorno espontdneo das fungBes reprodutivas,
fornece um ambiente favoravel para o
desenvolvimento folicular, além de possibilitar a
concepcdo natural (Demeestere et al., 2009), com
relatos de nascidos vivos (Carroll & Gosden 1993;
Candy et al., 2000; Waterhouse et al., 2004).
Entretanto possui como desvantagens o numero
menor de fragmentos que podem ser transplantados
e 0 procedimento cirlrgico mais invasivo. Na
realizacdo do transplante heterotépico ha um
aumento no limite do nimero de fragmentos a
serem transplantados, sendo um procedimento de
facil realizacdo e que permite o monitoramento
folicular e colheita de odcitos sem dificuldades.

O sucesso da técnica, o desenvolvimento dos
fragmentos e a recuperagdo das funcbes ovarianas
de acordo com o objetivo almejado estdo
intimamente relacionados com a escolha do local de
implantacdo do transplante de cortex ovariano. Ao
selecionar um sitio receptor, algumas questdes
devem ser consideradas, tais como: perfusdo local,
permissido a0  desenvolvimento  folicular,
possibilidade de concepc¢do natural, facilidade do
procedimento, acesso conveniente para a coleta de
odcitos e volume de tecido transplantado
(Demeestere et al., 2009). Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi observar se hd manutencdo da
viabilidade tecidual, desenvolvimento folicular,
vascularizagdo e luteinizacdo do tecido ovariano
ap6s o autotransplante, num estudo comparativo
entre dois sitios receptores utilizando camundongas
BALB/c como modelo experimental.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as
recomendacbes do Cddigo  Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) (1988), e
aprovado pela comissdo de Etica e Bem-Estar
Animal (CEBEA) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) sob o protocolo
23091.002332/2013-85.

Doze camundongas (Mus musculus) adultas (60
dias de idade), saudaveis e puberes foram divididas
aleatoriamente em trés grupos experimentais com 4
animais em cada grupo a saber: G1 - composto por
animais inteiros; G2 - composto por animais que
receberam amostras de coOrtex ovariano no
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perimétrio; G3 - formado por animais que tiveram o
tecido subcutaneo abdominal como sitio receptor ao
tecido ovariano.

O transplante foi realizado apds anestesia com 2,2,2
tribromoetanol  2,5% (20 ml/kg por via
intraperitoneal (IP)). As fémeas dos grupos G2 e
G3 foram submetidas a ovariossalpingectomia
bilateral por laparotomia sublombar prévia ao
transplante, fragmentacdo do tecido cortical
ovariano com remocéo de foliculos antrais e corpos
Iiteos com posterior alocacdo das amostras no sitio
receptor especificado para cada grupo. Foram
autotransplantados trés fragmentos (1 mm® cada) de
tecido ovariano no subcutdneo abdominal (G3) e
um fragmento (medindo 3 mm?® fixado com fio
absorvivel) no perimétrio (G2). Os ovarios
esquerdos foram encaminhados para processamento
histologico com posterior avaliagdo histopatologica.

Transcorridos cinco dias dos transplantes, iniciou-
se a avaliacdo por lavado vaginal a cada 12 horas
durante 25 dias nas fémeas transplantadas e nas
fémeas controle para observagao do ciclo estral. Os
lavados foram avaliados sob microscopia de luz a
fresco e sem coloracdo (20x) e a classificacdo foi
baseada nos critérios estabelecidos por Cooper et al.
(1993).

Ap6s 30 dias do inicio do experimento, as fémeas
transplantadas foram eutanasiadas, os transplantes
coletados e encaminhados para processamento
histopatol6gico de rotina. Os ovarios esquerdos
foram também submetidos a esta avaliacdo para
constituir o controle.

Os foliculos visibilizados foram contabilizados e
classificados quando evidenciavam o nucleo do
odcito. Foram observadas também,
microscopicamente, caracteristicas como presenca
ou auséncia e tipo do suprimento vascular para o
tecido transplantado; e presenca ou auséncia de
luteinizacdo. A classificacdo morfoldgica tanto nos
ovarios controle quanto nos  fragmentos
transplantados seguiu os padrBes morfolégicos de
Pedersen & Peters (1968) e a avaliacdo qualitativa
(normais e atrésicos) ocorreu de acordo com Braw
& Tsafriri (1989).

As propor¢Bes entre os diferentes foliculos
ovarianos (normais e atrésicos) em funcéo do local
do transplante foram comparados pelo teste de qui-
qguadrado (p < 0,05). Para a andlise estatistica
utilizou-se o BioEstat 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A recuperagdo dos transplantes ocorreu em 75%

das camundongas de ambos 0s grupos, acreditando-
se que os transplantes ndo recuperados foram
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reabsorvidos, pois foi observado, a partir de
avaliacdo histopatoldgica, tecido conjuntivo fibroso
no local do transplante.

Em relacdo ao retorno da ciclicidade, no G2
(perimétrio) observou-se que 75% das fémeas
tiveram esse retorno, ocorrendo o primeiro ciclo em
240 + 48 horas ap0s a realizacdo do transplante. No
G3 (subcutdneo), apenas metade das fémeas
retornaram a ciclicidade ap6s 264 + 96 horas da
realizagdo do transplante. No G3, os fragmentos
foram recuperados em trés dos quatro animais,
porém, apenas duas fémeas tiveram retorno de
ciclicidade. Uma dessas fémeas apresentava apenas
um foliculo em seu fragmento, sendo esse, um pré-
ovulatorio. Sabe-se que o estrégeno produzido
pelos foliculos induz a mudanca na citologia
vaginal das fémeas (Cooper et al., 1993), porém um
foliculo apenas, mesmo sendo pré-ovulatério, ndo é
suficiente para produzir alteracbes nos padrdes
citoldgicos vaginais.
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Figura 1. Fotomicografia de
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foliculos pré-antrais observados nos fragmentos o

As fémeas transplantadas tiveram aumento na
duracdo do ciclo estral, sendo esse mesmo
resultado, observado nos animais do grupo controle.
A provavel explicacdo para esse aumento, € que
fémeas alojadas em gaiolas, sem a presenca de
machos, podem exibir a fase chamada anestro,
caracterizada pela auséncia de ciclos estrais
(Santos, 2002), ou entdo, ter o diestro como fase
predominante.

Analisando a morfologia dos foliculos pré-antrais
(Figura 1) e antrais (Figura 2) ndo se observou
diferencas entre os foliculos existentes nos
fragmentos dos grupos transplantados para aqueles
encontrados no 0rgdo in situ, comprovando que 0s
sitios receptores fornecem condicOes fisioldgicas
apropriadas para o desenvolvimento folicular.
Foram observadas todas as caracteristicas
preconizadas por Pedersen & Peters (1968) durante
a avaliacdo folicular desse estudo, indicando que os
foliculos em desenvolvimento nos transplantes nédo
apresentaram alteracdes morfoldgicas.

varianos transplantados em

camundongas Balb-c. A. Foliculo primordial (FP), foliculo de transicdo (FT) — G3; B. Foliculo primario (F1) —
G2; C. Foliculo secundério (FS) — G2. HE. G2 — transplante alocado no perimétrio. G3 — transplante alocado no
subcuténeo. Fonte: autoria propria. Barra de escala: 100 um.
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Figura 2. Fotomicrografia de foliculos antrais observados nos fragmentos ovarianos transplantados em
camundongas Balb-c. A. Foliculo antral inicial — G3; B. Foliculos antral — G3; C. Foliculo antral — G2; D.
Foliculo pré-ovulatério — G2. HE. G2 — transplante alocado no perimétrio. G3 — transplante alocado no
subcutaneo. Fonte: autoria propria. Barra de escala: 100 pm.
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Para avaliacdo quantitativa e qualitativa, os dados se diferenca quanto a categoria dos pré-ovulatorios.

obtidos a partir da contagem dos foliculos normais
e atrésicos (Tabela 1) encontrados nos ovarios e
fragmentos transplantados foram convertidos em
porcentagens de foliculos em fungdo do local do
transplante. N&o foram observadas diferengas nas
categorias de foliculos atrésicos em funcéo do local

Essa diferenca ocorreu pelo fato de que 75% dos
transplantes recuperados no subcutaneo
apresentaram todas as categorias foliculares, mas
em 33% houve apenas a presenca de foliculo pré-
ovulatorio, aumentando assim a quantidade desses
foliculos no grupo 3.

do transplante. Ja nos foliculos normais, observou-

Tabela 1. Proporcdes (%) dos diferentes foliculos ovarianos normais e atrésicos em funcdo dos locais de
transplante.

Normais
expgrrilrjr?gr?tais Primord. Trans. Primér. Secund. A. Inicial Antral Pré-Owvulat.
G1 (n=1238) 28,2¢ 14,9 27,5 14,2¢ 6,0° 4,6° 1,4
G2 (n=108) 31,3 17,4° 26,1° 8,7 4,3 3,5° 2,6
G3 (n = 57) 25,8° 11,3 21,0° 11,3° 6,5° 4.8 11,3°
Atrésicos
exp?r?rﬁ?lstais Primord. Trans. Primér. Secund.  A. Inicial Antral Pré-Owvulat.
Gl (n=41) 0,3 0,0° 0,4° 1,7¢ 0,3 0,5° 0,0°
G2(n=7) 0,9 0,0° 0,0° 1,78 1,7° 0,9° 0,9°
G3(n=5) 1,6° 0,0° 0,0° 1,6 1,6 1,6 1,6

G1 - grupo |, controle; G2 — grupo I, transplante no perimétrio; G3 — grupo I, transplante no subcutaneo.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo Teste do % (p < 0,05).

primordial, transicdo e primério. Resultados
semelhantes foram observados em experimentos
com camundongas (Huang et al., 2010), ratas

Em todos os grupos do experimento, observou-se
que a maior populacdo de foliculos normais é de
pré-antrais, sendo a maior porcentagem de
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(Macedo, 2007) e gatas domésticas (Crestana,
2006) e se justificam pelo fato de que foliculos nos
estadios iniciais, principalmente primordiais e
primérios, sdo pequenos e estruturalmente simples
(Israely et al., 2003), possuem baixo metabolismo
permitindo melhor sobrevivéncia em ambiente
isquémico (Huang et al., 2010). Além disso,
encontram-se mais na periferia do cortex ovariano e
sd0 0s primeiros a se beneficiarem com a
revascularizacdo apos o transplante (Nugent et al.,
1997).

O tecido ovariano é fonte de fatores angiogénicos
que estimulam a rapida migracdo de células
endoteliais nos casos de transplantes, o que leva ao
restabelecimento da circulacdo sanguinea (Nisolle
et al., 2000). Adicionalmente, sabe-se que, para que
haja manifestacdo de estro, é necessario que
substancias estrogénicas produzidas pelas células
da granulosa e teca, existentes principalmente nos
foliculos antrais, sejam liberadas na corrente
sanguinea e hajam no érgdo alvo, no caso, o canal
vaginal (Cooper et al, 1993) e no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal para controle da
atividade ovariana. Neste trabalho, o suprimento
vascular ofertado pelo tecido subcutédneo abdominal
e perimétrio ao cortex ovariano foi considerado
morfologicamente semelhante aquele existente no
ovario in situ de camundonga a partir de 10 dias de
transplante, quando se observou retorno de
ciclicidade das fémeas, sendo que no perimétrio, a
neovascularizacdo ocorreu em 75% dos animais
transplantados, ja no subcutaneo ocorreu em 50%.
A quantidade de animais transplantados que
tiveram retorno da ciclicidade foi a mesma dos que
obtiveram  neovascularizagdo,  sendo  isso
comprovado microscopicamente a partir da
visualizagdo de wvasos sanguineos nas Iaminas
histoldgicas e de forma indireta, observando-se
mudangas no lavado vaginal.

Foram observados corpos luteos em 33% dos
transplantes recuperados no subcutaneo abdominal
e em 75% dos transplantes no perimétrio. A
presenca dessas estruturas indica que houve
desenvolvimento dos foliculos e que esses
atingiram tamanho propicio a ovulagdo (Samuelson,
2007).

O local do transplante influencia tanto no processo
de neovascularizacdo como no desenvolvimento
folicular (Demeestere et al., 2009), j& que melhor
aporte sanguineo facilita o processo de
revascularizacdo do transplante (Liu et al. 2002).
Nesse trabalho, o perimétrio forneceu melhor
aporte vascular para os transplantes, por ser uma
regido melhor perfundida e, provavelmente, a
fixacdo dos fragmentos ovarianos neste local,
colaborou para a reducdo do tempo de isquemia
pos-transplante, permitindo consequentemente, um
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retorno mais rapido da ciclicidade e melhor
desenvolvimento folicular, podendo ser esse o sitio
de escolha quando o objetivo final for obter
foliculos vidveis, num periodo de tempo menor,
para producdo in vitro de embrides. J4 o subcutaneo
permitiu  melhor monitoramento do tecido
transplantado e apresentou um retardo maior no
desenvolvimento folicular, podendo ser selecionado
quando a inten¢do for manter fungdes hormonais da
fémea e o tecido vidvel por uma fragdo de tempo
mais extensa.

CONCLUSAO

As técnicas executadas nesse trabalho mantiveram a
viabilidade dos o¢rgdos avaliados, havendo
preservacao das fungdes desses.

O autotransplante ovariano no tecido subcuténeo
abdominal e perimétrio permitiu o desenvolvimento
folicular  satisfatério, havendo  diferencas,
principalmente, quanto ao tempo requerido para tal.
A escolha entre esses diferentes sitios estard na
dependéncia do objetivo final esperado, seja
producdo de embrides ou manutencdo de tecidos e
fungBes hormonais da fémea transplantada.
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