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AVALIACAO MORFOFUNCIONAL DE TRANSPLANTE AUTOGENO DE OVARIOS
INTEGROS E FATIADOS

MORPHOFUNCTIONAL ASSESSMENT OF INTACT AND SLICED OF AUTOLOGOUS OVARIAN
TRANSPLANTATION

Andy Petroianu, Luiz Ronaldo Alberti, Leonardo de Souza Vasconcellos

RESUMO

Obijetivo: Os objetivos do presente trabalho foram avaliar aspectos morfologicos e enddcrinos de transplantes ovarianos autdgenos fixados
em posicdo ortotdpica, na forma integra e fatiada, sem pediculo vascular. Método: Foram utilizados 42 coelhos da raga Nova Zelandia
Branca. No Grupo 1 (n=8) foi realizada apenas laparotomia e laparorrafia. No Grupo 2A (n=8), transplantou-se o ovario na forma integra;
no Grupo 2B transplantou-se o ovario na forma fatiada e no Grupo 2C (n=8), transplantou-se de um lado o ovario integro, e do outro lado,
fatiado. Nao houve anastomose vascular. Dosou-se o estradiol, a progesterona, o hormdnio foliculo-estimulante e o hormdnio luteinizante de
cada animal no nono més pos-operatorio. Estudaram-se as morfologias macro e microscopica dos ovarios, tubas e titero, de todos os animais.
Foram utilizados os testes one-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey-Kramer para comparar as dosagens hormonais, considerando
p<0,05. Resultados: Os ovéarios transplantados estavam rodeados de tecido conjuntivo bem vascularizado, mostrando foliculos em diferentes
estagios de desenvolvimento. A histologia tubaria e uterina também foi preservada em ambos os grupos. A dosagem hormonal foi normal em
todas as coelhas, indicando que o ovario transplantado estava funcionante do ponto de vista enddcrino. Conclusdo: O transplante autogeno
ortotdpico de ovarios na forma integra ou fatiada, sem preservacgdo do pediculo vascular é viavel e preserva as fungdes enddcrinas.

Descritores: Histologia; Testes de fungéo ovariana, Transplante, Coelhos

INTRODUCAO

Muitas pacientes com cancer sofrem perda iatrogénica da fungdo
ovariana mesmo sem 0 ovario estar envolvido na doenga, em
decorréncia de tratamento radioterapico e quimioterapico.t? Em
outros casos, a ooforectomia é realizada em procedimentos sobre
apelve, mesmo sem haver inconveniéncia na sua manutengao. Essa
conduta resulta em menopausa precoce e distlrbios funcionais, tais
como disfunc¢do sexual, niveis alterados de lipoproteinas, além de
maior risco de osteoporose e doengas cardiacas.**

Uma alternativa fisioldgica na manuten¢ao da fun¢do hormonal em
mulheres que precisam se submeter a retirada de ovarios normais
nas quais a fun¢do regulatdria do eixo hipotdlamo-hipdfisario esta
intacta e na auséncia de doenga auto-imune € o transplante ovariano.
Diversas técnicas experimentais de auto-implante ovariano vém sendo
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pesquisadas.*® A multiplicidade de espécies animais e dos métodos
estudados para preservacao da funcdo ovariana resultaem informag@es
conflitantes quanto a eficacia da preservagdo hormonal.”

A utilizacdo de tecidos ovarianos criopreservados e reimplantados
em posi¢ao heterotdpica ¢ uma alternativa mais fisiologica de
manter a fungdo hormonal no pds-operatorio tardio da retirada de
OVarios normais.o"*1
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar aspectos morfoldgicos e
enddcrinos de transplantes ovarianos autogenos fixados em posi¢ao
ortotdpica na forma integra e fatiada sem pediculo vascular.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com recomendagfes das
Normas Internacionais de Prote¢do a Animais e do Codigo
Brasileiro de Experimentacdo Animal (1988), tendo sido aprovado
pela Comissdo de Etica do Departamento de Cirurgia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Foram estudados 42 coelhos (Oryctogalus cuniculus) daraca Nova
Zelandia Branca, sendo 32 fémeas e dez machos sabidamente férteis.
No inicio do experimento, todos os coelhos estavam com quatro
meses de idade, sexualmente maduros e com peso variando de 2450
g a 2700 g. Os animais provenientes do Biotério Central da Escola
de Veterinaria da UFMG foram mantidos em gaiolas individuais,
onde receberam ragdo e 4gua a vontade. No pré-operatdrio todos
permaneceram em adaptacao e observacgdo do estado de satde por
20 dias. Ap0s esse periodo, os animais foram mantidos em jejum
pré-operatdrio de 12 horas.

As coelhas foram aleatoriamente distribuidas em:

Grupo 1: (n=8), animais submetidos apenas a laparotomia mediana
¢ laparorrafia.

Grupo 2: transplante autégeno de ambos os ovarios
2A: (n=8): integro bilateral
2B: (n=8): fatiado bilateral

2C: (n=8): integro de um lado e fatiado do outro
lado

Subgrupos

Todos os animais receberam antibioticoprofilaxia com cefadroxila
(Cefamox; Bristol-Myers-Squibb, Sao Paulo) na dose de 50mg/kg
dissolvida em 10ml de leite e administrada por cateter orogastrico,
trinta minutos antes do procedimento cirurgico.

A anestesia foi induzida com injecéo de cloridrato de quetamina
(Ketalar®, Pfizer, Sdo Paulo) intramuscular na regido glitea
a 5%, na dose de 50 mg/kg. Quando necessario, foi aplicado
adicionalmente um quarto da dose inicial do anestésico. Durante
todo o periodo anestésico, foram observadas as freqiiéncias cardiaca
e respiratéria, além da movimentacdo voluntaria dos coelhos,
visando detectar possiveis complicagdes.

Ap6s tricotomia do abdome, realizou-se anti-sepsia com solucdo
de polivinilpirrolidona (PVPI®) degermante, seguida de solugo
alcodlica de iodo a 2 %. A assepsia foi seguida da colocacgdo de
campos operatorios.

Os animais do Grupo 1 foram submetidos a laparotomia mediana infra-
umbilical, identificagdo do ttero, das tubas uterinas e dos ovarios. Em
seguida, realizou-se laparorrafia com suturas continuas em dois planos,
aponeurose com fio de poliglactina 2-0 (Vicryl®, Ethicon, Sao Paulo)
e pele com nailon 3-0 (Nylon®, Ethicon, Sdo Paulo).

Nos animais do Grupo 2, realizou-se ooforectomia bilateral através
de laparotomia mediana infra-umbilical, com cuidado para preservar
a integridade das tubas uterinas. Em seguida, os ovarios foram
reimplantados ortotopicamente sem anastomose vascular e fixados
com um ponto de fio de nailon 5-0 (Nylon®, Ethicon, Sao Paulo),
de acordo com os seguintes subgrupos: Subgrupo 2A — submetido
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a transplante autdgeno bilateral ortotépico dos ovarios integros,
Subgrupo 2B - os ovarios foram cortados longitudinalmente em
trés fatias de 2 mm de espessura com bisturi e, em seguida, foram
transplantados ortotopicamente, Subgrupo 2C — transplantaram-
se 0s ovarios ortotopicamente, de um lado, na forma integra, e do
outro na fatiada.

Apds o ato cirlrgico, as coelhas receberam ragdo e agua previamente
filtrada em recipientes proprios, ad libitum e foram mantidas em
gaiolas individuais, em condi¢Ges adequadas de higiene, ventilacdo
e iluminacao.

No nono més ap6s o procedimento cirurgico, os animais foram
novamente anestesiados e submetidos & segunda laparotomia. A
veia cava abdominal foi identificada e puncionada para coleta
sanguinea por sistema a vacuo (Vacuntainer®, Becton Dickinson,
Brasil). De cada animal, coletou-se Iml de sangue venoso em
frasco estéril para soro (tampa vermelha, com gel separador). As
amostras sangtiineas coletadas foram imediatamente centrifugadas
a 4000 rpm por 10 minutos e submetidas imediatamente a exames
laboratoriais. Foram dosados dois hormoénios hipofisarios, hormonio
foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH), e dois
hormoénios gonadais, estradiol e progesterona, pelo método de
imunofluorimetria utilizando aparelho de automagao AutoDelfia™
(Wallac Ou, Finlandia). Os valores hormonais obtidos nas coelhas
do Grupo 1 (controle) foram considerados como valores de
referéncia para os demais grupos, tendo em vista que nao houve
estudo hormonal prévio das coelhas operadas.

Apb6s a coleta, todas as coelhas foram mortas por choque
hemorragico, ap6s anestesia profunda com quetamina (100mg/
kg). As cavidades toracica e abdominal, bem como seus 6rgaos
foram cuidadosamente estudados. Retirou-se o Utero, 0s ovarios e
as tubas uterinas de todas as coelhas. Foram obtidos fragmentos
de 5 um de cada estrutura, sendo parte deles fixada em solug@o
de Bouin e outra parte em solucdo de formaldeido a 4% (formol a
10%). Os cortes foram fixados sobre laminas de vidro e corados
com hematoxilina e eosina (HE) para estudo histolégico de rotina. A
viabilidade ovariana foi avaliada baseada nos seguintes parametros
histologicos: presenca de angiogénese, qualificacdo dos foliculos
ovarianos, presenga de corpos luteos.

Foram utilizados os testes one-way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey-Kramer para comparar as dosagens hormonais (estradiol,
progesterona, hormonio foliculo-estimulante e hormonio
luteinizante). As diferengas foram consideradas significativas para
valores correspondentes a p<0,05.

RESULTADOS

Todos os animais recuperaram-se espontaneamente das cirurgias
e sobreviveram durante 0os nove meses do experimento, sem
intercorréncias.

A Tabela 1 mostra os valores hormonais obtidos de todas as
coelhas. Foram detectados hormonios ovarianos em todas as
coelhas submetidas a transplante autégeno. Nao houve diferenca
entre as médias dos valores hormonais nos diversos subgrupos e
no Grupo-controle (p>0,05).

A segunda laparotomia, a cavidade abdominal do Grupo 1
manteve-se com aspecto normal. Houve aderéncias entre a tuba
e 0 ovario em duas coelhas. O Utero e as tubas ndo mostraram
outras alteragdes anatomicas.

JBT J Bras Transpl. 2008; 11:910-914
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais segundo valores hormonais (média e
desvio padrao da média) dosados nas coelhas controle e submetidas ao
transplante autégeno ortotdpico de ovarios.

GRUPOS  ESTRADIOL  PROGESTERONA FSH (UI/1) LH (UI/1)
(pg/ml) (pg/ml)

1 2.801 762 104.200 +2.348 013+0,05 016+0,07

2 2500 +950 109.300 + 5500 030020 030+0,20

28 2.850 700 105.400 £ 3500 0,200,110 0,20£0,10

20 2950 + 850 106.100 + 3300 030,20 0,20+0,10

G1 - Grupo controle

G2A - Transplante ovariano autégeno na forma integra

G2B - Transplante ovariano autégeno na forma fatiada

G2C - Transplante ovariano autégeno na forma integra de um lado e
fatiada, de outro

FSH: Horménio foliculo-estimulante

LH: Horménio luteinizante

Ao exame macroscopico verificou-se que os ovarios das coelhas
do Grupo 2 (transplante autdgeno) preservaram sua parte externa,
sem fibrose ou reagdo inflamatéria. Todavia, encontrou-se
hidrossalpinge em dois animais, além de multiplas aderéncias entre
ovario, tuba e intestino nas outras duas coelhas. O Utero de todos 0s
animais tinha aspecto normal. O restante da cavidade abdominal
permaneceu sem alteracfes. Ndo houve alteragdes macroscopicas
nos demais 6rgdos abdominais.

Ao estudo histologico, verificou-se que os ovarios tanto dos animais
controle quanto dos reimplantados estiveram preservados, néo
havendo diferencgas entre eles. Também n&o foram encontradas
diferencas entre ovarios reimplantados integros ou fatiados. A
viabilidade ovariana foi confirmada pela presenga de angiogénese
satisfatoria, varios foliculos em diferentes estagios de maturagao,
bem como corpos lteos e cistos foliculares em proporgées
variaveis. Nao foram identificados sinais de isquemia ou necrose.

A histologia tubaria das coelhas do Grupo 1 foi normal, com
microvilosidades bem desenvolvidas, trofismo preservado e
auséncia de sinais inflamatorios ou degenerativos. No Grupo 2,
foram encontradas hidrossalpinge em quatro coelhas. Os demais
animais apresentaram histoarquitetura tubaria conservada.

A histoarquitetura uterina de todas as coelhas foi mantida. O
endométrio evidenciou diversas fases de proliferacdo compativeis com
as fases do ciclo estral, indicando adequada producéo hormonal.

DISCUSSAO

Diversas técnicas experimentais de auto-implante ovariano vém
sendo pesquisadas.***” A multiplicidade de espécies animais e de
métodos estudados para a preservacao da funcdo ovariana resulta
em informagdes conflitantes quanto a eficacia da manutengio
hormonal.®1° Optou-se pelo emprego de coelha como animal de
experimentacdo a partir da observacdo de sua boa capacidade
reprodutiva e da simplicidade do procedimento cirargico sem a
necessidade de material especial, considerando também a linha
de pesquisa desenvolvida por nds no Departamento de Cirurgia da
UFMG referente a transplante de 6rgéos e tecidos.

Utilizou-se quetamina por suas caracteristicas de induzir estado de
sedacdo, imobilidade e analgesia acentuada, com efeito de anestesia
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dissociativa, com larga margem de seguranga e facil controle do
plano anestésico.

No presente estudo, ndo houve diferenca nas concentracdes
hormonais entre o Grupo 1 (controle) e o Grupo 2 (submetidos
a cirurgia dos ovarios). Do mesmo modo, o estudo microscopico
ovariano em ambos os grupos nao mostrou evidéncias que
sugerissem hiper ou hipofun¢éo hormonal, como por exemplo,
hipotrofia ou hiperplasia endometrial, fato esse comprovado pelas
dosagens dos hormonios hipofisarios e gonadais, que se mantiveram
dentro da faixa de normalidade.

O auto-implante ovariano ortotépico avascular foi um bom método
para a completa recuperacéo das fungdes ovarianas. O suprimento
sangiiineo é um fator importante para manter a vitalidade tanto dos
auto-implantes quanto dos transplantes de ovario. Os resultados
do presente experimento confirmam que a fungdo ovariana pode
ser preservada apds castracdo seguida de implante ovariano
sem a realizacdo de anastomose vascular em coelhos. Esse fato
também fora constatado previamente em ratos.»220-22 A auséncia de
anastomose vascular ndo interferiu na vitalidade dos ovarios, que
foram envolvidos por neoformacéo vascular adequada. Nao foram
detectadas complicag¢Ges decorrentes da falta do restabelecimento
vascular cirargico, pois nenhum dos animais apresentou sinais de
isquemia ovariana. Esses achados contradizem alguns autores, que
consideram fundamental a revascularizagdo cirargica dos enxertos
ovarianos para a manutencéo de sua funcionalidade.>?*24 Por outro
lado, existem estudos que constataram ser a anastomose do pediculo
vascular desnecessaria para manutencdo da vitalidade e funcao
ovariana. A intensa neovascularizagdo que se forma em torno do
ovario parece ser suficiente para conservar sua vitalidade?*?® Os
elementos responsaveis pela estimulacdo da angiogénese ainda
permanecem desconhecidos.?” De acordo com a literatura, o tecido
ovariano ¢ uma rica fonte de fatores angiogénicos, que estimulam a
rapida migracao de células endoteliais em casos de transplante, o que
leva ao restabelecimento da circulagdo sangiiinea.?® Dissen et al. 2
implantaram cortex ovariano adjacente a veia jugular, e verificaram
arevascularizagéo do enxerto 48 horas apds o procedimento. Esse
fendmeno foi acompanhado de aumento na expressao de agentes
angiogénicos especificos, principalmente do fator de crescimento
derivado do endotélio. Esses autores também sugeriram que a
secrecdo de gonadotropinas desempenha um papel significativo
na resposta vascular. Dentre as gonadotropinas hipofisarias, o
FSH parece ser o mais importante, devido ao estimulo a mitose
celular da granulosa e & inibi¢do de sua apoptose. O tratamento
de foliculos antrais de ratos com doses crescentes de FSH causam
supressao da fragmentagdo do DNA dose-dependente, atingindo
a supressao maxima de 60%.26?7 Em decorréncia da privagio
de fatores mitogénicos e troficos, como as gonadotropinas e os
esterdides ovarianos, ha lesdo por apoptose das células do ovério.
A dosagem de FSH manteve-se dentro dos limites da normalidade
nos grupos estudados.

Um fator descrito como de importdncia para a sobrevida e
desenvolvimento folicular apds retirada cirrgica dos ovarios
é a temperatura média de conservacao do tecido. Ao contrério
de outros modelos de transplante de érgdos, o tecido ovariano
a temperatura em torno de 37°C mostra melhor conservacgéo do
drgdo, se comparado ao armazenamento em gelo. E possivel que
o0s odcitos primordiais e os foliculos priméarios tenham a mesma
sensibilidade a temperaturas baixas, assim como 0s 06citos e
foliculos maduros.?®? Durante o ato operatério, tomou-se o cuidado
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de realizar o reimplante dos ovarios logo apés a ooforectomia,
com o intuito de manter a temperatura ovariana mais proxima da
fisioldgica, minimizando possiveis perdas de células ovarianas.

A avaliacdo macroscopica e microscépica ndo mostrou diferencas
quanto a preservagao ovariana quando implantada na forma integra
ou fatiada. Por outro lado, em estudo prévio com ratas, os resultados
hormonais foram melhores no grupo de reimplante ovariano
fatiado.}225% Contudo, essa diferenga ndo foi verificada na coelha.
Cabe, portanto, considerar que o implante ovariano fatiado pode ser
mais eficaz do que o integro. Diante da falta de uniformidade entre os
resultados das duas espécies estudadas por nos e a aparente auséncia
de subsidios na literatura para essa questdo, é fundamental prosseguir
nessa linha de pesquisa, em busca da resposta a esse problema.

O periodo da coleta sangliinea para dosagens hormonais coincidiu
com a fase de puerpério em todas as coelhas do Grupo-controle.
O mesmo ndo ocorreu com os animais do Grupo 2, o que explica
a maior variagdo hormonal entre os animais de mesmo subgrupo.
A dosagem de FSH nas coelhas estudadas ndo mostrou diferenga
com significancia estatistica entre os grupos 1 e 2. Esse fato mostra
que os ovarios reimplantados mantiveram a producdo hormonal
de estradiol dentro da normalidade, j& que por mecanismo de
retroalimentacdo, qualquer diminuicdo da producdo de estradiol
estimularia a liberagdo do FSH.
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A secregdo basal de LH ¢é suprimida pela combinacdo da
progesterona secretada pelo corpo ltteo e do estradiol derivado de
foliculos antrais.® Como a concentragdo de LH manteve-se dentro
dos limites da normalidade nos animais submetidos ao transplante
ovariano autégeno, tal fato comprova adequada produgéo hormonal
nos ovarios estudados.

A Tabela 1 mostra que a média dos valores hormonais nos animais
submetidos ao reimplante esteve dentro da variacdo normal para
progesterona, estradiol, FSH e LH. Portanto, a viabilidade dos
ovarios reimplantados foi evidenciada pela presenca de hormonios
séricos circulantes, o que valida o método utilizado como alternativa
para preservacao hormonal em coelhas.

CONCLUSAO

O transplante autégeno ortotopico de ovarios na forma integra ou
fatiada sem preservagédo do pediculo vascular é viavel e preserva
as funcdes enddcrinas.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao CNPq e a FAPEMIG pelos auxilios financeiros
que permitiram a realizacdo deste trabalho.

ABSTRACT

Purpose: The purpose of this work was to assess endocrine and histological ovarian aspects of rabbits submitted to bilateral oophorectomy
and orthotopic autologous intact and sliced ovarian transplantation without a vascular pedicle. Method: 42 New Zealand White and
California rabbits were studied. Ovaries were removed and orthotopically transplanted with no vascular anastomoses: Group 1 (n=8), only
laparotomy and laparorrhaphy were performed; Group 2A (n = 8) intact ovaries were re-implanted on both sides; Group 2B (n = 8) both
ovaries were sliced and orthotopically re-implanted; Group 2C (n = 8), an intact ovary was re-implanted on one side, and a sliced ovary
was re-implanted on the other side. Estradiol, progesterone, follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone levels were assessed
nine months after surgery. At the end of the experiment, the morphologic aspect of ovaries, uterus, and tubes were performed. One-way
ANOVA and Tukey-Kramer tests compared the hormonal dosages. The p < 0.05 significance was stated. Results: Ovary implants were
surrounded by connective tissue; they were well vascularized and presenting follicles in different stages of development. Hormonal values
were normal in all rabbits. Conclusion: Entire or sliced orthotopic autologous ovarian transplantation with no vascular pedicle is viable in
rabbits, and effective in preserving normal levels of the ovarian hormone.

Keywords: Histology; Ovarian function tests, Transplantation, Rabbits
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