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AUTOTRANSPLANTACAO DE OVARIO NO SUBCUTANEO E CONSUMO
FOLICULAR EM GATAS DOMESTICAS (Felis catus)

Resumo: O objetivo desse estudo foi estabelecer o consumo folicular do
ovario remanescente e do implantado no subcutdneo de gatas domésticas apos 120
dias pela quantificacdo e classificagcdo morfométrica dos mesmos e em relagdo a
preservacao da organizacao tecidual. Foram utilizadas treze gatas (Felis catus), sem
raca definida, distribuidas em dois grupos: G1 (Animais 1 a 7, com amostras de
ovario esquerdo para controle e implante e ovario direito remanescente) e G2
(Animais 8 a 13, com amostras de ovario direito para controle e implante e ovario
esquerdo remanescente). Apds ovariectomia unilateral, o ovario foi seccionado
transversalmente em trés segmentos proporcionais. Os dois tercos cranial e caudal
foram transplantados no subcutaneo, e o terco médio foi para analise histolégica de
rotina como controle. Decorridos 4 meses, retirou-se os implantes e o ovario
remanescente para serem avaliados em microscopia éptica de luz. Os implantes
foram localizados em 38,4% das gatas e a histologia mostrou foliculos primordiais
(59,75%), foliculos primarios (40,25%) e fibroplasia do tecido conjuntivo interfolicular.
O numero médio de foliculos primérios foi maior no ovario implantado (36,10/mm?2)
em relagdo ao ovario controle (12,11/mm?2) e ao ovario remanescente (16,27/mm?2). O
ovario remanescente mostrou aspecto macroscopico normal e foliculos em todos os
estagios de desenvolvimento, com numero meédio de terciarios (1,12/mm?)
superiores ao do ovario controle (0,96/mm?2). O didmetro dos foliculos primordiais foi
maior no ovario controle (41,51um) em relagcdo ao remanescente (37,30um), o dos
primarios no controle foi maior (57,5um) que no remanescente (47,5um) e no
implante (38,33). Considerando a lateralidade, os foliculos terciarios nos
remanescentes foram mais freqlentes no lado direito e em relacdo ao diametro, os
foliculos primarios nos controles foram superiores no lado esquerdo. Conclui-se que
os implantes ovarianos recuperados nesse estudo apresentaram apenas foliculos
primordiais e primarios, com fibroplasia de tecido conjuntivo interfolicular. Seria util
um tempo de estudo maior que 120 dias para analisar o consumo folicular nestes
animais, pois nesse periodo nao ficou caracterizado perda folicular.

Palavras-chave: gatas domésticas, autotransplante ovariano, subcutédneo, consumo
folicular.
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THE SUBCUTANEOUS AUTO-TRANSPLANTATION OVARIES AND
FOLLICULAR DEPLETION IN DOMESTIC CATS (FELIS CATUS)

Abstract: The main goal of this study was to establish the follicular depletion
of the remaining and implanted ovaries in the subcutaneous in domestics cats after
120 days, by quantification and morphometric classification, and with respect to the
preservation of the tissue organization. Thirteen female domestic cats (Felis catus)
were used, distributed into two groups: G1 (cats 1 to 7, with left ovary as control and
implant, and right ovary remaining), and G2 (cats 8 to 13, with right ovary as control
and implant, and left ovary remaining). After unilateral ovariectomy, the ovary was
sliced in three parts. The two extremities were implanted under the skin, and the
middle section was used as control. Four months later, the implants and the
remaining ovary were removed and observed under light microscopy. The implants
were found in 38.4% of the cats, and the analysis showed a large number of
primordial follicles (59.75%), primary follicles (40.25%), and conjunctive fibroplasia.
The average size of the primary follicles was larger in the implanted ovary
(86.10/mm?) than in the control ovary (12.11/mm?2), and larger than in the remaining
ovary (16.27/mm?). The remaining ovary showed regular appearance with follicles in
all stages of development, with the average of the tertiary follicles (1.12/mm?2) larger
than the control (0.96/mm?2). The diameter of primordial follicles was bigger in the
control ovary (41,51um) in relation to the remaining (37,30um). The primary in the
control was bigger (57,5 um) than the remaining (47,5um) and bigger than the
implants (38,33um). Considering the side, the tertiary follicles in the remaining had
been more frequent in the right side and in relation to the diameter; the primary
follicles in the controls had been bigger in the left side. We conclude that the ovarian
implants recovered in this study only presented primordial and primary follicles, with
fibroplasia. A length of study longer than 120 days to analyze follicular depletion
would also be useful, because in that period this fact was not characterized.

Keywords: domestic cats, ovarian auto-transplantation, subcutaneous, follicular
depletion.



1. INTRODUCAO

A familia do gato (Felidae) esta composta de 37 espécies e, como muitos
outros animais em extincado, o declinio das populagdes felinas, com a excecao do
gato doméstico, ocorre principalmente devido a taxa acelerada de destruicdo de
habitat e a caca (BRISTOL, WOODRUFF, 2004).

A preservacdo de espécies em extincdo ja era uma preocupagao quando
Wildt et al. (1986) defenderam a necessidade de programas de procriacdo em
jardins zoolbégicos e em parques de vida selvagem para sustentar as linhagens
genéticas e a biodiversidade. Porém, enquanto alguns felinos em cativeiro recriam
facilmente, outros reproduzem freqiientemente de forma insatisfatéria. Normalmente
o resultado é complicado por falta de informacao sobre a fisiologia das espécies

felinas.

Comparativamente, a maioria dos ovocitos presentes em ovarios fetais é
perdida antes do nascimento e s6 aproximadamente 400 vao ovular durante o
periodo de vida fértil normal da mulher (DEPALO et al, 2003). Este consumo
continuo acelerado de ovdcitos € resultante de um mecanismo complexo de morte
celular conhecido como apoptose. No consumo folicular, os fatores indutores ou
atenuadores da degeneracao e atresia podem ser diferentes durante a fase
embrionaria, fetal e vida extra-uterina (MEDEIROS, YAMAMOTO, 1998).

Além de se estudar o consumo folicular, alternativas promissoras na
reproducao vém sendo desenvolvidas, principalmente na medicina humana, e
pesquisas indicam que ovarios transplantados em locais heterotdpicos e ortotopicos,
com ou sem pediculo vascular, criopreservados ou frescos, podem preservar a
funcdo enddcrina, mantendo a viabilidade folicular e reduzir conseqiientemente, a
ocorréncia de menopausa precoce. A medicina veterinaria também tem expandido
muito nessa linha de pesquisa; em caes, alguns pesquisadores relatam o uso de
autotransplante ovariano em mucosa estomacal como Davies (1989), e na tela
subcutanea, Matera et al. (1998) e Schossler et al. (1999) estudaram o implante
autélogo heterotopico ovariano como alternativa de minimizar os efeitos indesejaveis

da esterilizagao.



Existe pouca literatura sobre o implante ovariano em gatas, apesar de Bristol
e Woodruff (2004), acreditarem que o gato doméstico € um modelo ideal para
estudar a dindmica do foliculo ovariano, devido a abundancia de todas as

populacdes de foliculo, incluindo a fase primordial.

Seria promissor tanto para a medicina quanto para a medicina veterinaria, o
conhecimento dos fatores envolvidos no desenvolvimento e consumo folicular para
investir em métodos alternativos de reproducdo, como os implantes e até na

maturacao e fertilizagao in vitro, o que seria importante para espécies em extingao.

O objetivo desse estudo foi estabelecer a taxa de consumo folicular no ovario
remanescente e no tecido ovariano autélogo transplantado para o subcutdneo de
gatas domésticas, apds 120 dias, pela quantificacdo e classificagdo morfométrica
dos mesmos e em relagéo a preservagao da organizagao tecidual.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consumo Folicular

Os ovéarios da maioria dos animais sdo formados pelo cortex (zona
parenquimatosa) e pela medula (zona vascular). O cértex contém numerosos
foliculos em varios estagios de desenvolvimento, corpos luteos, assim como células

intersticiais e elementos do estroma (BANKS, 1992).

O desenvolvimento folicular € um processo dependente de fatores locais
produzidos pelos ovarios e da sinalizagdo enddcrina classica dentro do eixo
hipothalamico-hipofisario-gonadal (BRISTOL, WOODRUFF, 2004). Os ligantes
representados pelo fator transformador de crescimento B (TGFB) também participam
desse desenvolvimento de acordo com Eppig (2001), e foram estudados dentro do
ovario felino em todas as fases de desenvolvimento folicular pela imunolocalizacao
por Bristol e Woodruff (2004).

Em humanos, ao nascimento ha no cértex 500.000 foliculos ndo-crescentes
ou inativos por ovario, mas s6é 400 destes foliculos desenvolverdo a fase pré
ovulatéria (DEPALO et al., 2003). Uma proporcao significativa de ovécitos no ovario
humano se degenera durante a vida fetal pelo mecanismo de apoptose, de acordo
com Vaskivuo et al. (2001), e isto ja é evidente a 13 semanas de gestacao, sendo
observado até 28-32 semanas. Em todas as espécies vertebradas examinadas por
Morita e Tilly (1999), fémeas nascem com poucos ovocitos, na realidade, mais de
dois tercos do potencial germinativo feminino esta perdido até o nascimento em

ratos e humanos.

Da perspectiva bioguimica, uma das caracteristicas atribuidas as células em
apoptose é a perda de integridade do DNA, seguida da fragmentacdo mediada pela
endonuclease do “pool” do genoma nuclear (WILLIAMS et al., 1974 apud TILLY,
1996). A fragmentacao apoptética de DNA foi encontrada por Depalo et al. (2003)

em 23,4% dos foliculos primordiais e em 23,2% dos foliculos primarios, assim



sugere que apoptose em foliculo inativo pode acontecer inicialmente no foliculo e

subsequientemente na célula germinativa.

A apoptose é o mecanismo primario pelo qual a perda de célula € mediada
durante a degeneragcdo do foliculo (TILLY, RATTS, 1996). Depalo et al. (2003)
relatam que apoptose € a morte programada de ovécitos e células da granulosa, que
pode operar a selecdo entre foliculos destinados para sofrer atresia e foliculos que
permanecerao viaveis para ovulacdo. Em animais, Vaskivuo et al. (2001) mostraram

que apoptose é o mecanismo de deplecao de ovdcito e atresia folicular.

A perda maior de células germinativas acontece durante a divisdo
populacional de ovogénios nas fases posteriores de desenvolvimento fetal, embora a
degeneragao celular continue depois do nascimento e é observada em células
mitoticas e pds-mitéticas (TILLY, 1996).

Em todo o ciclo ovariano, centenas de foliculos primordiais entram na fase
crescente, observando-se a maioria das células em apoptose, que indicam quais
ovocitos podem ter o mecanismo intrinseco para sua ativacdo durante o
desenvolvimento folicular. No feto, a apoptose ocorre principalmente em foliculos
primarios e em adultos foi descoberto também em foliculos secundarios e antrais
(VASKIVUO et al. 2001).

Os critérios pelos quais a apoptose é caracterizada incluem perda de volume
celular (condensacgao do citoplasma) acompanhada por picnose nuclear, que é o
resultado da marginacdo da cromatina e sua redistribuicdo contra o envelope
nuclear. Além disso, muitas organelas citoplasmaticas sdo mantidas intactas até o
final do estagio de morte celular, o qual é identificado pela formacéao e liberacao de
vesiculas da membrana do protoplasma (corpos de apoptose) contendo os
componentes celulares que sdo entdo fagocitados pelas células vizinhas (TILLY,
1996).

O estudo de Gaytan et al. (1998), demonstrou uma associacao intima entre a
presenca de macrofagos e células da granulosa picnéticas em foliculos crescentes
de ratos imaturos. Estas células, correspondendo as células de apoptose,
constituiram o marco classico de atresia folicular. Em contraste, macréfagos

estavam ausentes em foliculos atrésicos iniciais de ratos adultos, apesar do numero



alto de células em apoptose que pareciam ser fagocitadas pelas células de

granulosa vizinhas.

A atresia folicular esta presente no citoplasma da célula da granulosa, espaco
antral, citoplasma do ovécito e zona peltcida. Adicionalmente, os foliculos em
atresia tinham o ovécito com evidéncia de morte celular, que incluiu expansao da
zona pellcida e uma perda discreta de bordas (BRISTOL, WOODRUFF, 2004).

Os estudos comparativos da progressdao da apoptose nas células da
granulosa durante atresia folicular, realizados por Manabe et al. (2004), revelaram
que ha diferencas espécie-especificas no processo de apoptose nessas células. Em
ovarios de roedores, foram observadas em foliculos nas fases iniciais, em bovinos,
na superficie exterior da parede folicular, e em suinos, porém, verificaram células de

granulosa localizadas na superficie interna que pareciam sofrer apoptose.

Os ovarios de gatos domésticos contém um variavel e complexo numero de
foliculos nos quais foram confirmadas atresias em varios estagios de
desenvolvimento. Na maioria dos foliculos antrais de pequeno a médio tamanho, a
atresia no citoplasma do ovocito se mostrou gradual no comecgo e foi expressa por
vacuolos centralizados e um aumento de transparéncia do citoplasma (WOOQOD et al.,
1997).

Hsueh et al. (1994), salientam que se o sinal de ovulacao estiver ausente, os
foliculos maduros sofrem degeneragdo, como ocorre em coelhos e pelos quais 0s
foliculos das primeiras ondas de crescimento sdo eliminados em ruminantes
domésticos, como ovelhas e vacas. Os autores demonstraram que os foliculos
dominantes da primeira onda que normalmente sofrem atresia, podem ser
estimulados a ovulagdo, contanto que o estimulo seja determinado antes deles
alcancarem a fase de regressao avangada. Uma associagao intima entre o ovécito e
as células da granulosa € estabelecida por jungcbes durante fases primarias da
foliculogénese, e provavelmente todas as fases de crescimento folicular sdo

associadas com atresia.

Segundo Santoro (2003), com o tempo os foliculos estdo sujeitos a atresia,
que podem ser por causas autoimunes, infecciosas, cirurgicas, vasculares, toxicas e

também psicoldgicas nas mulheres.



No amadurecimento folicular, os controles de apoptose no ovécito, granulosa
e células da teca sdo complexos, porque eles tém uma cavidade antral e uma
morfologia estrutural muito complexa, enquanto exigem intensa atividade metabdlica
e hormonal, mantém a proliferacdo celular, os processos finais de maturagdo de
ovocitos e atividade esteroidogénica da granulosa e células da teca. Dentro do
foliculo parece haver um plano estrutural que comunica os sinais de atresia de uma
Unica célula para todas as outras na estrutura, mas a evidéncia de células granulosa
com sinais de apoptose necessariamente nao significa que o foliculo inteiro é
destinado a sofrer atresia (DEPALO et al., 2003).

A foliculogénese € importante na regulagdo paracrina e autocrina
(MCMULLEN et al., 2001; ZHAO et al., 2001). Segundo Chun et al. (1996), as
citocinas tém um papel fundamental no controle do desenvolvimento ovariano. Os
foliculos ficam mais responsivos possivelmente aos fatores de crescimento pela

aquisicao de numeros crescentes de receptores durante a fase final de maturacao.

Ha evidéncia crescente de que o hormdnio foliculo estimulante (FSH), embora
nao sendo obrigatério, facilita a iniciacao de crescimento folicular ou estimula cedo o
seu desenvolvimento, em uma cooperacdao complexa com outros fatores largamente
desconhecidos (TE VELDE et al., 1998).

Segundo Ponderato et al. (2000) e Markstrdm et al. (2002), a atresia folicular
€ um processo regulado por horménios, e diversos fatores afetam na decisdo de
morte celular, em diferentes estdgios do desenvolvimento folicular. Embora alguns
fatores de crescimento afetem a sobrevivéncia folicular, o meio fisiol6gico de
regulacdo € o FSH e o horménio luteinizante (LH). Entretanto, Depalo et al. (2003),
relatam que o fator primario responsavel pela manutencdo de sobrevivéncia da
célula da granulosa parece ser o FSH, mas em foliculo primordial e primario, que
sdo gonadotrofinas independentes, a apoptose é um evento fisioldégico celular
autdbnomo que é independente de mudancas no ambiente hormonal ovariano e nao
€ uma consequéncia de mudancas ou alteracdes no genoma celular. Cunningham
(2004), relata que nao esté claro se os foliculos nao se desenvolvem de seu estado

primordial por redugéo absoluta, ou relativa, no numero de foliculos ou se a auséncia



de receptores de gonadotrofinas impede que os foliculos entrem em estado de

crescimento dependente de gonadotrofina.

No estudo de Chun et al. (1996), o tratamento com FSH suprimiu a apoptose
do foliculo primordial e em foliculos antrais priméarios, uma fase critica durante a qual
a maioria de foliculos sofre atresia. Hirshfield (1991) completa que concentracdes
fisiologicas de FSH s&o capazes de estimular foliculos antrais iniciais para completar

a diferenciacéo final, enquanto alcangcam o estagio pré ovulatorio.

Baixas concentracées ou auséncia de FSH podem acabar com os eventos
reprodutivos pela iniciagdo da deplegao folicular, mas quando séo relativamente
baixas por longos periodos, a menopausa tende a aparecer mais tarde (TE VELDE
et al., 1998). O mecanismo de selegao folicular durante o ciclo reprodutivo normal é
a exposicao de foliculos ao FSH durante uma fase critica de desenvolvimento.
Foliculos que recebem FSH insuficiente durante este periodo sdo sentenciados a
atresia (HSUEH et al., 1994).

A producao de estrogeno diminuida em algumas espécies resulta em acumulo
concomitante de andrégeno no fluido folicular, sugerindo possivel papel no processo
de atresia. O andrégeno diminuiu 0 peso ovariano em ratos hipofisectomizados, com
aumento do numero de células de granulosa picnoéticas e ovocitos degenerados,
induziu atresia com baixas doses de gonadotrofina coriébnica humana (hCQG) e inibiu
bloqueadores de receptor de andrégeno (HSUEH et al., 1994). Chaffin e Stouffer
(2000) verificaram baixos numeros de foliculos em atresia apds administragdo de
hCG em seus estudos e completam que a progesterona pré ovulatéria tem papel
indispensavel na ovulagéo e luteinizagdo, controlando e remodelando o tecido do

foliculo ovulatorio.

Nenhuma correlagao positiva foi encontrada por Depalo et al. (2003), entre a
idade do paciente e apoptose, porém houve correlagdo positiva entre organizagao
folicular e apoptose, demonstrando ser evidente dentro de foliculos primordial e
primario. Em contrapartida, Bedaiwy et al. (2003), verificaram auséncia de sinais de
apoptose nos foliculos primordiais, sendo que requer metabolismo ativo e

normalmente leva varias horas ou até mesmo dias para se manifestar.



Meredith et al. (2000) relatam que a senescéncia reprodutiva é progressiva e
as Unicas categorias de foliculos que decrescem significativamente com o aumento
da idade sao os foliculos crescentes e nao crescentes. Miller et al. (1999),
detectaram que os foliculos declinam em numero, seguido de perda linear durante

0S anos reprodutivos em macacos.

Korfsmeier (1983) estudou por microscopia eletrbnica e métodos
histoquimicos, ovarios de gatas imaturas de 2 a 6 semanas de vida. Foram
encontrados numerosos foliculos primordiais na periferia ovariana. Os ovocitos
estavam rodeados por uma simples camada de células foliculares e exibiam
microvilosidades estreitas projetadas entre o ovécito e o epitélio folicular.
Ocasionalmente as células foliculares mostraram largas juncdes de aberturas entre
as células foliculares com conteudo palido. O limite dos foliculos era marcado por

uma fina lamina basal.

A descoberta de estratégias para diminuir ou desacelerar a taxa de consumo
folicular seria de grande importancia para a manutencao da fertilidade por mais
tempo (MEDEIROS, YAMAMOTO, 1998). Segundo Pru e Tilly (2001), hoje ja se tem
ferramentas e tecnologias a disposicao para tracar o mapa genético da apoptose
dentro do ovario. Assim, ha uma necessidade de interacao de estratégias genéticas

e bioguimicas novas para o descobrimento do gene nestas investigacoes.

2.2 Autotransplante Ovariano

Conforme Banks (1992), o ovario tem fungdes exocrinas e endocrinas, sendo
esta responséavel pela producdo de estrégenos e de progesterona. Os estrégenos
influenciam varias fungbes do corpo além das associadas a reproducao. A
progesterona colabora com os estrdgenos na expressdo do comportamento sexual

caracteristico associado ao estro em canideos.

A limitacdo da fertilidade dos carnivoros domeésticos é um assunto de

marcante interesse e discussao na ultima década (CARTER, 1990). A fémea é o



alvo principal de intervencées de controle e supressao da reproducao (MIALOT,
1988).

A ovariohisterectomia €, sem duvida, a cirurgia mais rotineiramente utilizada
na casuistica veterinaria. Esta técnica apresenta as vantagens da ovariectomia, de
supressao de toda a atividade sexual, além de ndo deixar o animal sujeito as
alteracdes uterinas, tais como a piometrite, uma afec¢cdo tdo comum em pequenos
animais € nao muito rara em pacientes submetidos a ovariectomia somente
(CHRISTIANSEN, 1988). Segundo Wilson e Hayes Jr. (1986), na fémea normal, o
principal objetivo da ovariohisterectomia € de se evitar o estro, bem como os
inconvenientes deste, relata Smith (1974), tais como, descarga sangiinea, atracao

de machos, coberturas acidentais, prenhez e filhotes indesejados.

De acordo com Davidson e Feldman (1997), a administracdo exégena cronica
de estrogénio causa seqlielas como discrasias da medula 6ssea, predisposicao a
hiperplasia das glandulas endometriais (complexo piometra), e desenvolvimento de

cistos ovarianos.

O auto-enxerto ovariano € sugerido como uma alternativa a ovariectomia na
cadela, pois implica na produgédo de hormdnios ovarianos e, conforme Christiansen
(1988), se empregado em associagdo com a histerectomia para a prevencédo das
desordens uterinas, podera ser um método de eleigao.

O transplante resulta essencialmente na sincronizacdo do desenvolvimento
folicular primario, e depois da cirurgia € necessario de 3 a 6 meses para 0s animais
comecarem a ciclar (CAMPBELL et al., 2000). A fungdo ovariana diminui na maioria
dos casos por causa de deplecao da populacdo de foliculos primordiais em
consequéncia de tratamentos quimioterapicos ou irradiagdo pélvica em mulheres.
Uma alternativa fisiolégica de manter a funcdo hormonal é o transplante ovariano
heterotopico (CALLEJO et al., 1999; WEISSMAN et al., 1999; OKTAY et al. 2001;
ALBERTI et al., 2002b; SCHNORR et al., 2002).

Segundo Ksiazkiewicz (2006), os transplantes tém sido estudados em ratos
mutantes homozigotos, pois nestes animais faltam tanto células humorais quanto

células mediadoras de imunidade, pela auséncia de células T e linfocitos B. Entéo,
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eles aceitam transplantes de tecido ovariano prontamente de outras espécies de

mamiferos.

Nance et al. (1982-83), acreditavam que a presenca ou auséncia de um
“feedback” nervoso apropriado das gbnadas era um importante componente no
controle neuro endocrino. Enxertos ovarianos na auséncia de inervagdo gonadal
intacta podem aparentemente manter normal a fungdo endécrina pelo mecanismo de

controle de “feedback” sanguineo.

Diversos trabalhos procuram descobrir o melhor local para realizar o auto-
implante ovariano, bem como a forma mais adequada de tal procedimento para
preservar a fungcdo ovariana, relatam Alberti et al. (2002b). O autotransplante
ovariano pode ser realizado tanto ortotopico (retornar para o pediculo ovariano)
como heterotdpico (transplante do tecido para outros locais, como debaixo da pele).
O autotransplante tem uma série de vantagens de outras estratégias, pois o tecido
ovariano € dotado de muitos foliculos primordiais. Cerca de 1 mm?3 de cértex

ovariano contém centenas de ovdcitos (LEE et al., 2001).

O implante aut6logo ovariano heterotopico, tem sido proposto, com o objetivo
de se manter concentragdes hormonais fisiolégicas. Diversas técnicas de implante
autélogo ovariano vém sendo pesquisadas continuamente em animais (ALBERTI et
al., 2002a). Embora o transplante ortotopico tenha a possibilidade de restaurar a
fertilidade natural, transplantes heterotrépicos requerem reproducao assistida (YIN et
al., 2003).

O numero total de foliculos no ovério € drasticamente diminuido no processo
de transplante e os foliculos antrais pequenos recrutados dos quais os foliculos
ovulatérios sdo selecionados, sdo depois limitados (CAMPBELL et al, 2000). O
foliculo ndo crescente e o foliculo primordial sédo recursos que podem ser utilizados
ou manipulados para aliviar a infertilidade, e até produzir a contracepcéo (FORTUNE
et al.,, 2000).

Os alotransplantes foram vigorosamente rejeitados em ratos, no experimento
de Yin et al. (20038). Em contrapartida, de acordo com Yves (2000), os
alotransplantes tém uma vantagem grande sobre a doacdo de ovdcitos em
restabelecer as funcdes endocrinas do ovario e assim evitar necessidade de



11

hormonios de substituicdo. Dissen et al. (1994) usaram o alotransplante de cértex
ovariano adjacente a veia jugular, e a revascularizagdo do enxerto foi iniciada dentro

de 48 h apds o transplante.

O autotransplante ortotdpico ovariano em porcas, onde o ovario esquerdo
substituiu o direito, com anastomose vascular da aorta e veia cava, foi seguido de
ciclicidade, gestagéo e lactagcao aparentemente normais (HARRISON, 1982).

E conveniente, segundo Nugent et al. (1997), que o tecido ovariano seja
facilmente visualizado em um local heterotopico. Contanto que uma provisdo de
sangue satisfatéria esteja disponivel, podem ser estabelecidos ciclos normais em
locais heterotdpicos. Dissen et al. (1994) demonstraram que a autotransplantagcao
ovariana em ratos juvenis em local heterotdpico resultou em rapida revascularizagéo
da glandula.

Para Wolner-Hanssen et al. (2005), o autotransplante de tecido ovariano tem
duas metas principais: restabelecer producdo de horménio e desenvolvimento
folicular no paciente para alcangar gestacao. A revascularizagdo deve ser rapida, o
transplante deve ser possivel com cirurgia minima, acessivel facilmente com exame

e manipulagdes, inclusive aspiragédo do foliculo.

O estudo da preservacao da funcdo ovariana em varias espécies animais,
resulta em informacdes conflitantes na literatura quanto a eficacia da manutencao
dos niveis hormonais (GUNASENA et al., 1997). Alguns animais falham na ovulagao
ou tém uma fase folicular prolongada, pois ndo possuem foliculos disponiveis nos
transplantes para serem promovidos ao estagio ovulatorio (CAMPBELL et al., 2000).
Na gata, segundo Dawson e Friedgood (1940), a ovulagdo € o resultado de um

reflexo neuro endécrino iniciado por copulagdo ou um estimulo equivalente.

Estudos com roedores de laboratério demonstraram que os enxertos ficam
menos efetivos com a idade porque os foliculos primordiais ficam mais escassos e 0
orgao acumula tecido fibroso denso. Teoricamente, uma suspensdo de foliculos
primordiais poderia ser injetada no estroma para repopular o cértex ovariano
(NUGENT et al., 1997).

Foliculos pequenos e células germinativas pré-foliculares isoladas de ovarios

fetais ou imaturos podem ser transplantados para um ovario anfitrido, onde eles
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completam o crescimento e a maturagdo. O método de transferéncia varia entre as
espécies. Se o0 objetivo é promover longa fecundidade para o anfitrido é necessario
que se use foliculos primordiais ao invés de foliculos em crescimento, desde que
alguns desses possam continuar, nos estagios restantes, a promover atividade longa
aos transplantes (GOSDEN, 1992). Segundo Nugent et al. (1997), ha vantagens
tedricas no isolamento folicular, como a selecdo de fases desejadas de

desenvolvimento e eliminagéo de célula ndo desejada.

O ovério de mamiferos, quando transplantado para um sitio ectopico, torna-se
hormonalmente competente e capaz de ovular dentro de poucas semanas, garantem
Dissen et al. (1994). No entanto, problemas técnicos dos transplantes, como a
incerteza do sucesso da revascularizacdo do o6rgdo, a rejeicao do tecido
transplantado e a toxicidade das drogas imunossupressoras, freqlentemente
obscurecem o objetivo original desse topico (BRITO et al., 2005).

A neovascularizagao de enxertos ovarianos pode ser diferente de acordo com
o local de transplante. Assim, é plausivel que a revascularizagdo do tecido ovariano
transplantado na bursa ovariana seja melhor. A isquemia que inevitavelmente
acontece durante o enxerto causa a morte de uma fragao significativa de ovécitos.
Com a perda da populacao, a funcdo endécrina do ovario esta temporariamente
suspensa, mas retorna, uma vez que foram recrutados foliculos primordiais
sobreviventes (CALLEJO et al., 2002; NISSOLE et al., 2000).

Reciprocamente, o dano de isquemia-perfusdo produzido durante o processo
de vascularizacdo é o fator principal responsavel para a reducdo drastica em
populacdes foliculares em tecido ovariano transplantado (BOSCH et al., 2004). A
rapida revascularizagdo do tecido ovariano é influenciada pela abundéancia de
fatores angiogénicos, fatores de crescimento de fibroblastos, transformagéo de
fatores de crescimento, niveis de gonadotrofinas e esterdides ovarianos
(TORRENTS et al., 2003; NUGENT et al., 1997; DISSEN et al., 1994).

Alguns destes danos podem ser causados por reagcées de oxigénio geradas
durante isquemia-reperfusdo; além disso, foliculos ovarianos podem ser resistentes
a isquemia, por regularmente se desenvolver dentro do epitélio avascular e um

ambiente de hipdxia relativa. A populacédo de foliculos primordiais parece ser mais
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resistente aos efeitos de isquemia que as fases crescentes, presumivelmente em
virtude de serem dormentes e ter uma baixa taxa metabdlica (NUGENT et al., 1997).
Nugent et al. (1998) acreditam que o uso de vitamina E como antioxidante pode
reverter esse tipo de isquemia, embora, em seus estudos, ndo tenha resultado em

diferenca quando usada ap0s sete dias da cirurgia.

A limitada provisao de oxigénio no tecido devido a hipoxia nos primeiros dias
apos o transplante pode ter induzido a angiogénese pela regulacao do fator de
crescimento endotelial vascular (LASCHKE et al., 2003). Nugent et al. (1997) relatam
que se deve tomar cuidado com as manipulacdes do tecido para reduzir os danos de

isquemia.

Apesar do grande estimulo, em que a angiogénese leva a uma
revascularizagéo precoce do 6rgdo, enfrenta-se ainda outras dificuldades, como a
reacao inflamatéria que pode ocorrer, mesmo nos transplantes autélogos,
provocando perda importante de tecido e funcionalidade do 6rgao (BRITO et al,
2005).

Esta bem estabelecido que a secrecao de FSH pela pituitaria € controlada por
acao sinérgica da inibina e do estradiol. A causa primaria do aumento do FSH
observado nos transplantes € o declineo da secreg¢édo de inibina A ovariana, que é
produzida pela célula granulosa do foliculo antral, e o numero de células da
granulosa com esse conteudo sdo aumentados com o tempo. Processo similar
ocorre com o estradiol, avaliado de trés a quatro meses depois do transplante,
coincidindo com o aparecimento de foliculos pré ovulatérios maiores que 4 mm
(CAMPBELL et al., 2000).

Em grupos transplantados, o FSH reflete a recuperacdo de secreg¢do de
horménio. Porém, de forma interessante, apesar do declinio na sua secrecao, a
concentracdo global permaneceu significativamente mais alta ao longo do periodo
de estudo quando comparado com concentragdes basais. Da mesma forma ocorreu
com o E2 apds a recuperagdo da fungdo ovariana. Assim, a provavel explicagao
para a secrecdo de FSH aumentada € a secrecdo de inibina reduzida de ovarios
secundarios transplantados pelo “pool” de foliculos terciarios pequenos, dos quais o0s
foliculos ovulatérios sao selecionados (CALLEJO et al., 2002).
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A sintese de estrogenos pelo implante de tecido ovariano é refletida melhor
pelo FSH, que sdo mais sensiveis para descobrir atividade ovariana do que E2
(CALLEJO et al., 1999). A étima maturacdo dos foliculos de enxertos de tecidos
ovarianos, segundo Callejo et al. (2003), deve seguir protocolos que enfrentam
restricdo de FSH enddgeno para iniciar estimulo controlado desses foliculos que,

embora escassos, foram recrutados.

Com a identificacdo dos fatores de angiogénese regulados por meio de
gonadotrofinas, a atividade de angiogénese é maior em animais tratados com sua
suplementacao (DISSEN et al., 1994). Na década de 80, Farookhi et al. (1982), apo6s
aplicarem hCG em ratas, removeram o0s ovarios, puncionaram os foliculos pré
ovulatérios, as células da granulosa e as implantaram na capsula renal. O exame
histolégico revelou células da granulosa luteinizadas entre o parénquima e a capsula
renal. No experimento de Schnorr et al. (2002), a excitagdo ovariana com
gonadotrofinas resultou em crescimento folicular e producao de ovdécitos maduros de

tecido ovariano fresco e criopreservado.

Foliculos primordiais e primarios em transplante ovariano retém a habilidade
para ficar responsivo a gonadotrofina e desenvolver foliculos avancados com
excitacao seguinte (WEISSMAN et al., 1999). A granulosa ovariana secreta varios
componentes da matriz extracelular e esta secrecao realmente é influenciada pelos
niveis de gonadotrofina. A diminuicdo de FSH e o aumento do GnRH aumentam a
secrecao granulosa de fibronectina. Concentracbes de FSH que ndo decrescem
corretamente teriam um efeito negativo neste mecanismo (CALLEJO et al., 2003).
Gosden (1992) sugere o tratamento com gonadotrofinas exdgenas para induzir a
ovulacdo. Esse tratamento foi realizado por Bosch et al. (2004) e induziu a
luteinizacdo de foliculos antrais, porém sem ovulagdo e os foliculos continham um

ovaocito imaturo na fase de vesicula germinal.

A iniciacao do crescimento folicular pode ser regulada principalmente pelo
inibidor que emana da regiao medular mais central do ovario. A simples separacao
da regiao cortical do resto do ovario ndo € suficiente para a ativacédo. A transicao de

foliculo primordial a primario pode ser iniciada separadamente nos dois
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compartimentos do foliculo e sugerem que mais de um sinal estd envolvido na
ativacao folicular (FORTUNE et al., 2000).

Dissen et al. (1994) avaliaram o transplante autélogo ovariano em ratos
juvenis e demonstraram que aqueles ovarios imaturos se tornam revascularizados e
recuperaram a habilidade para controlar secrecao de gonadotrofina por “feedback”
negativo de esterdide dentro de uma semana sem anastomose vascular. A
revascularizagdo acontece apo6s 2 dias do enxerto, mas um grau significativo de
dano celular pode acontecer durante esse periodo.

Newton et al. (1996), Nugent et al. (1997), Baird et al. (1999) e Torrents et al.
(2003) relatam a criopreservagcdo como uma alternativa para os implantes. Wood et
al. (1997) verificaram total degeneragdo como resultado de armazenamento de
ovocitos de gatas domésticas por mais de 48 horas, em criopreservantes.

Bedaiwy e Falcone (2004) esclarecem que é desafiador a criopreservagdo em
espécies maiores, uma vez que se tem obtido sucesso em ratos e em espécies cujos
tecidos sdo bem menores. Em seu experimento, Guanasena et al. (1997) verificaram
ciclo estral ap6s 15 dias de autotransplante fresco ou criopreservado, sem diferenca
entre os grupos. As ratas ficaram prenhes apds no maximo duas cépulas e tiveram
filhotes.

Transplante de ovérios frescos de ratos resultou na restauragdo do ciclo
ovariano em trés semanas apos o transplante e o desenvolvimento folicular e corpos
luteos foram observados com quatro semanas apOs transplantes heterotopicos e
seis semanas apds transplantes ortotdpicos. No grupo ortotdpico, 33% dos
receptores ficaram prenhes (COEX et al., 1996 apud TORRENTS et al., 2003).

No estudo de Liu et al. (2002) apud Torrents et al. (2003), os transplantes
frescos ovarianos de roedores tinham 58% de foliculos e transplantes
criopreservados 49% de foliculos. Foi avaliado apoptose nas células foliculares e
marcada fragmentacdo de DNA logo apéds o transplante, e mostrou que somente 9%
dos foliculos foram perdidos quando o tecido foi criopreservado. A maioria da perda
folicular ocorreu, na maior parte dos casos, mais depois do transplante que apés o
processo de congelamento.
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O impacto do periodo de isquemia que segue o0 enxerto em qualquer foliculo
estd correlacionado com suas demandas metabodlicas e locais dentro do ovério.
Quando o ovario é cortado em pedacos pequenos, sdo minimizadas as isquemias e
mudancas degenerativas porque 0 processo de revascularizacdo depende do
tamanho do tecido envolvido (CALLEJO et al., 2001).

Baseado em todos esses problemas relacionados a isquemia e
consequientemente necrose do tecido enxertado, vém sendo pesquisado as
anastomoses microvasculares e suas implicagbes (BRITO et al, 2005). Alguns
animais que sofreram transplante integro e fatiado sem anastomose vascular nao
mostraram isquemia nem inflamacdo causadas pela cirurgia. Outros apresentaram
caracteristicas morfolégicas de degeneracao, principalmente isquémicas, em graus
diferentes (leve, moderado, e severo) (VON EYE CORLETA et al., 1998).

Bedaiwy e Falcone (2004) estudaram que transplantes de ovarios intactos
com micro anastomose vascular poderdo maximizar a possibilidade de
vascularizagdo imediata e potencialmente minimizar a isquemia folicular pés-
transplante. Bedaiwy et al. (2003) relatam que em procedimentos de transplantacéao
que nao utilizam anastomose vascular, o0s enxertos sao completamente
dependentes de vascularizacao pés-transplante. Assim, as células do enxerto tém
que ser habeis para obter nutrientes do ambiente antes da revascularizacdo e sao
dependentes do local do transplante, da taxa de difusdo destes nutrientes para o

transplante, e do tempo necessario para a revascularizacdo ser completada.

Para tentar estabelecer um modelo para estudar os diferentes aspectos da
vascularizagdo de ovarios transplantados, Bedaiwy e Falcone (2004) propuseram a
anastomose dos vasos ovarianos para 0s vasos epigastricos profundos em ovelhas.
Porém, ndo houve diferencas entre os valores de apoptose e viabilidade folicular
entre grupos com ou sem anastomose vascular. Uma semana apés o transplante as

concentragOes de FSH e estradiol eram similares aos valores antes do transplante.

Harrison (1982) realizou a autotransplantagcdo heterotopica do ovério
esquerdo com anastomose vascular no pesco¢o de porcas, no qual o ovario direito
foi removido, verificada atividade ciclica ovariana, com temperamento sexual normal.

Nao foi executada anastomose vascular e nenhuma adversidade morfofisiologica foi
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observada por Petroianu et al. (2005) e os grupos nao tiveram sinais de isquemia
ovariana. A neovascularizacao que desenvolveu ao redor dos ovarios implantados
foi suficiente para preservar a vitalidade. Os transplantes com ovario fatiado e

drenagem pela veia porta foram mais efetivos e promoveram ciclos estrais normais.

Os resultados do experimento de Petroianu et al. (2004) confirmam que a
funcéo ovariana pode ser preservada apds castracado seguida de implante ovariano
ortotépico, sem a realizacdo de anastomose vascular em coelhos. Esse fato também
foi constatado previamente em ratos por Alberti et al. (2002a).

A é&rea de drenagem da veia porta foi proposta como o melhor local para o
autotransplante, com objetivo de prevenir obesidade em cadelas ovariectomizadas.
Porém, verificaram continuagédo da ciclicidade e sinais de pro estro, com intervalos
entre os periodos de seis meses. Sinais de severa anemia, melena, vomito e
diarréia, associado com o desenvolvimento de neoplasias foram observados em dois
casos de ovarios transplantados em cadelas. O exame histolégico verificou
carcinoma tubular ovariano como causa de uma grande Ulcera gastrica formada pela
hiperplasia dos implantes (DAVIES, 1989).

A técnica de auto-enxerto ovariano descrita por Le Roux, Van Der Valt (1978)
consiste na ovariectomia de rotina, sendo que, do ovario removido sao seccionadas
fatias de 1 a 2 mm de espessura, implantando-as em uma alga subserosa do
estdmago. Os animais submetidos a auto-enxerto ovariano ndo apresentaram estro
e puderam ser treinadas e usadas normalmente como cées de trabalho, enquanto
que as ovariohisterectomizadas comportaram-se inferiormente. Foi observado

aumento no implante de até dez vezes o tamanho original do fragmento ovariano.

Fatias de coértex ovariano (aproximadamente 2mm x 2mm x 1mm)
criopreservados de gatas foram transplantados debaixo de cada capsula renal de
ratos machos castrados. Em cada seg¢ao, foram contados foliculos e classificados
como primordial, primario, secundario ou antral (BOSCH et al., 2004). No estudo de
Kiram et al. (2004), os ovarios foram preparados em dez cortes de 2 a 3mm e antes

do implante foram mantidos em solugdo salina.

Gosden et al. (1994) implantaram ovarios com fatias de aproximadamente

imm x 1mm x 05mm de gatas e ovelhas na capsula renal de ratas
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imunodeficientes. Apos trés a quatro semanas, as que receberam ovario de gatas
mostraram células cornificadas no exame vaginal, e as que receberam ovarios de
ovelhas demoraram de oito a vinte semanas. Os autores mostram que o tempo
esperado para o desenvolvimento folicular € espécie especifica e € menor em ratos,

depois em gatos e por fim em ovelhas.

A provisdo de sangue profusa na regido sub capsular do rim e na bursa
ovariana foi a razao principal para Weissman et al. (1999), escolherem estes locais
para transplante. Porém, a escolha do local pode n&o ser critica, desde que o tecido

no subcutaneo possa alcangar uma provisao vascular.

O estudo de Alberti et al. (2002b) propds o auto-implante ovariano no
retroperitbnio, por considerar a drenagem venosa para a veia cava inferior, que
recebe fisiologicamente o sangue e os hormdnios dos ovarios por meio das veias
ovarianas. A capacidade de secrecdao hormonal foi avaliada pela manutencdo do
ciclo estral, com base em esfregacos vaginais, e a viabilidade e as alteragdes

morfolégicas foram estudadas por método histoldgico.

Em situacdo normal, os hormoénios ovarianos sdo drenados pelas veias
ovarianas para a veia cava inferior. Esta mesma veia recebe a drenagem venosa da
regido retroperitoneal em que os ovarios foram implantados. Dessa forma, evita-se,
segundo Alberti et al. (2002b), a passagem dos horménios pelo figado, onde

poderiam ser metabolizados precocemente e interferir em sua agao sistémica.

O implante autélogo avascular ovariano no omento maior de ratas €
tecnicamente simples e mantém os ovarios viaveis. Entretanto, sob aspecto
funcional, apenas os ovarios fatiados tiveram atividade hormonal satisfatéria
(ALBERTI et al., 2002a). O enxerto de ovario integro realizado em omento maior de
ratas, independente do uso ou ndo da Ciclosporina A, ndo se mostrou viavel de
acordo com o método utilizado (BRITO et al., 2005). A histoarquitetura dos ovarios
transplantados sobre o omento, de acordo com Petroianu et al. (2005), era mais
intima que os implantados no retroperitbnio. Todos o0s animais apresentaram
aspectos vaginais compativeis com fungdo hormonal ovariana em niveis diferentes,
associando os aspectos histolégicos de transplantacdo de ovario autdlogo com

citologia vaginal.
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Ja no final da década de 40, Harris e Eakin (1949) enxertaram porcoes de
ovarios de rato frescos em um tunel subcutidneo no flanco e avaliaram a atividade

funcional deles por meio de secregbes vaginais.

No grupo ovariectomizados e com implantes autdlogos no subcuténeo, a
implantacdo dos dois ovarios foi imediata no plexo inguinal esquerdo de cada rato.
Antes da fixagdo dos implantes, foram executadas duas se¢des em cada ovario e
cada parte foi dividida em quatro partes para favorecer a revascularizacao
(CALLEJO et al.,, 1999). Com excegado dos ovarios severamente degenerados, 0s
ovarios transplantados no subcutdneo mostraram foliculos em fases diferentes de
maturacao e viabilidade, preservando a funcédo endocrina (VON EYE CORLETA et
al., 1998).

Na pesquisa realizada por Matera et al. (1998), o autotransplante ovariano no
espaco subperitoneal da parede abdominal mostrou vascularizacdo adequada do
fragmento, perfeita integracdo com o tecido subjacente, e liberou horménio para a

circulagao geral, mantendo dessa maneira, horménio para o organismo.

Schossler et al. (1999) e Kiran et al. (2004) sugerem o autoenxerto na tela
subcutdnea em seu experimento, pois tem-se a possibilidade de monitoragdo do
implante, que pode ser observado por inspec¢ao e palpagao, permitindo, em caso de
alteracdo, ser biopsado e, se necessério, remocao total, inclusive com infiltracéo

anestésica local, demandando pequeno risco ao paciente.

Jeremias et al. (2002) buscaram desenvolver uma técnica para
autotransplantagdo ovariana e anastomose vascular em um local que permite
acesso facil por procedimentos micro-cirdrgicos, como também recuperacdes de
ovulos futuros em ovelha. A parede abdominal foi escolhida porque os recipientes
epigéastricos inferiores sdo satisfatorios para anastomose com tecidos ovarianos.
Ap6s completa anastomose microcirurgica, as bragadeiras foram removidas e o fluxo
de sangue durante pelo menos 20 minutos foi documentado em todos os
transplantes, mostrando sucesso pés-operatério imediato. Concentragdes de E2 no
soro nao diferiram antes e depois do transplante nos grupos.

Existem inumeras vantagens em transplante subcutdneo mesmo em

doadores diferentes, pela simplicidade do procedimento, conveniéncia e facilidade



20

de monitoracdo, e acesso direto para aspiracdo folicular (LEE et al, 2001).
Conforme afirmam Wang et al. (2002), o transplante ovariano subcutaneo pode
prover um ambiente satisfatério para o crescimento do foliculo e maturacdo de
ovocitos, assim poderia resolver muitos problemas e preocupacdes que sao

relacionados ao banco ovariano para humanos.

Lee et al. (2004) tiveram sucesso fertilizando um macaco com um ovocito
obtido de tecido ovariano transplantado no subcutaneo do abdémen, resultando no
nascimento de um filhote do sexo feminino saudavel no final de 2003. Cortou-se o
cértex ovariano em pedacos pequenos (1, 3, 4mm) a 4°C e transplantou-se
imediatamente no animal de origem em bolsos subcutaneos no braco, abdémen ou

rim.

O exame histolégico do tecido transplantado no subcutaneo da regido inguinal
de ratos permitiu verificar a presenca de foliculos primordiais, primarios e
secundarios, nao constatando diferenca em relacao as do grupo controle (Ceschin et
al., 2004).

Israely et al. (2006) provocaram injuria no tecido muscular e implantaram o
tecido ovariano nesse ferimento. A perfusdo dos implantes foi melhor e a
sobrevivéncia dos foliculos primordiais foi maior e evidente. Assim, segundo o0s
autores, o tecido da ferida contribuiu para a restauragdo mais cedo dos enxertos,

além de ser facil a monitoracao e recuperacao de ovocitos.

Recentemente, Donnez et al. (2004) e Oktay (2006) provaram que O
transplante ovariano ortotépico e heterotdpico no subcutaneo de mulheres liberou
estrégeno e progesterona, foi capaz de ovular e com a fertilizacao in vitro foi gerada

uma crianga saudavel.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Local

Foram utilizadas treze gatas (Felis catus), sem raga definida, clinicamente
sadias e com idade variando de 8 meses a 3 anos. Onze gatas foram cedidas pela
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal, as
demais por proprietérios na cidade de Uberlandia — MG. Durante o experimento, os
animais ficaram em gatil composto de oito alojamentos cobertos e area externa com
luz solar, nas dependéncias do hospital veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Todas as gatas eram alimentadas diariamente com a mesma
racdo comercial e agua, ambas a vontade. O gatil era limpo diariamente e

desinfetado com hipoclorito de sédio.

Este trabalho foi realizado de acordo com as Normas Internacionais de
Protecédo dos Animais, descritas por Cooper (1985), e como recomenda Goldenberg
(2000), em seu editorial sobre a ética da pesquisa com animais. As cirurgias foram
realizadas no centro cirdrgico experimental do hospital veterindrio e os materiais

processados no laboratério de Histologia da UFU.

3.2 Critério de Inclusao dos animais no experimento

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de 8 a 12 semanas,
foram submetidos ao exame fisico detalhado e hemograma, para assegurar que
estavam sadios. Todas as gatas foram vermifugadas, vacinadas contra raiva e

tratadas contra ectoparasitos.

3.3 Protocolo Experimental
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3.3.1 Grupos

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: G1 (Animais 1 a 7,
com amostras de ovario esquerdo para controle e implante e ovario direito
remanescente). G2 (Animais 8 a 13, com amostras de ovario direito para controle e

implante e ovario esquerdo remanescente).

3.3.2 Medicacoes pré e pos-operatorias

Todos os animais receberam por via subcutédnea, o antiinflamatério flunixin
meglumine’ na dosagem de 0,25 mg/kg, 24 horas antes, durante as cirurgias e 24
horas apos.

Apés jejum alimentar de 8 horas, os animais foram pesados e pré-
anestesiados com acepromazina sédica® a 0,2%, na dosagem de 0,2 mg/kg por via
intramuscular e logo apés realizou-se a tricotomia da regido abdominal ventral. A
inducdo anestésica foi feita com anestesia dissociativa (tiletamina-zolazepam?®) por
via intramuscular, na dose de 0,1 ml/kg, e a manutengdo por via intravenosa, com
0,05 ml/kg. Os animais foram posicionados na mesa cirurgica em decubito dorsal e
entdo realizada a anti-sepsia com alcool-iodo-alcool.

Foi aplicado cefazolina sédica* na dosagem de 30 mg/kg, por via intravenosa
no trans operatério. Igualmente durante a cirurgia, os animais receberam
fluidoterapia com solugéo fisioldgica a 0,9% ou solucao de ringer simples, mediante
cateter localizado na veia cefalica. Também foi aplicado cloridrato de tramadol®, na

dosagem de 1 a 2 mg/Kg por via intramuscular, durante as cirurgias.

! Banamine injetavel pet 10 mg — Shering Plough
2 Acepran 0,2% - Univet

? Zoletil 50 - Virbac

* Cezolin® 1g - BioChimico®

5 Tramal inj. 50 - Pfiser
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Todos os animais receberam analgésico & base de dipirona sédica® oral (21

mg por kg de peso), duas vezes ao dia, durante 3 dias de pds-operatorio.

Em todos os animais foram feitos curativos tdpicos diarios das feridas
cirtrgicas com solugao fisioldgica 0,9% e anti-séptico a base de clorexidina’ até o 7°
dia de poés-operatério, quando foram removidos os pontos de pele. Os animais

receberam enrofloxacina® oral (5mg/kg), uma vez ao dia, durante sete dias.

3.3.3 Abordagem Cirurgica

A abordagem cirurgica de todos os animais foi realizada mediante laparotomia
retroumbilical mediana com localizacdo e exposicao de um dos cornos uterinos e o
ovario, conforme técnica de Wilson, Hayes Jr (1986). No ligamento suspensério do
ovario, foi feito pingamento com ligadura transfixante abaixo desta, utilizando-se
categute cromado 3-0 (Fig 1). O mesmo fio foi utilizado na laparorrafia, constando de
sutura continua ancorada na linha alba e aproximagao do tecido subcutaneo. Para

dermorrafia foi utilizada sutura tipo wolf com fio monofilamentoso de nylon 3-0.

Figura 1. Ovariectomia realizada no momento zero em gata doméstica.

6 Novalgina® sol. Oral - Aventis
" Furanil pomada - Vetnil
8 Enropet oral - Vetbrands
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3.3.3.1 Momento Zero

Os animais no momento da cirurgia de ovariectomia unilateral para realizagao
do implante aut6logo e heterotépico, tiveram o ovario seccionado transversalmente
em 3 segmentos proporcionais, preservando as camadas cortical e medular (Fig 2).
Os dois tercos cranial e caudal foram transplantados no subcutaneo (com distancia
média de 1,0 cm entre eles), proximo da glandula mamaria abdominal caudal (do
respectivo lado em que foi retirado), mediante um tldnel obtido por pinca anatémica
simples, aproveitando-se a incisdo mediana ventral, antes da laparorrafia e
dermorrafia (Fig 3). O leito receptor foi fechado com a aplicagdo de um ponto
separado em forma de “U” com fio de nylon monofilamento 3-0 (Fig 4).

O terco médio do ovario seccionado foi fixado em formol a 10% e processado
segundo técnica histoldgica rotineira com inclusdo em parafina, sendo este o tecido
controle, com a finalidade de obter informacao do padrao ovariano.

O ovério remanescente ficou no seu local de origem e nao foi manipulado a
fim de que apds 120 dias fosse retirado e medido o consumo folicular, em relagdo ao

controle e ao implante.

Figura 2. (A e B) Seccgao transversal do ovario de gata doméstica em trés segmentos, antes da
realizagao do implante subcutaneo.
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Figura 3. (A e B) Tunel obtido no subcutédneo de gata doméstica com pinga anatémica simples para
colocar os implantes.

Figura 4. Ponto em U apés o transplante subcutaneo dos fragmentos ovarianos em gata doméstica.

3.3.3.2 Momento 1

Decorridos os 120 dias, todos os animais foram submetidos a nova anestesia
pelo método ja descrito e feito a ovariohisterectomia, com a finalidade de se retirar o
ovario remanescente e o0s implantes ovarianos . O ovario remanescente foi
seccionado em 3 segmentos proporcionais, sendo desprezados os 2 tercos cranial e
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caudal. A porcao média e o ovario implantado foram fixados em formol a 10%, para

estudo histolégico.

Figura 5. Exteriorizacdo do ovéario remanescente apods 120 dias (A), e sutura da parede
abdominal (B) em gata doméstica.

Figura 6. Localizagado (A) e retirada (B) do implante ovariano no subcutaneo, apés 120 dias em gata
doméstica.

3.3.4 Preparo do Material

Os segmentos ovarianos encaminhados para estudo histolégico nos 2
momentos, foram preparados segundo técnica histolégica convencional de
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Michalany (1980), no Laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICBIM) da UFU, que consiste em:

Desidratacao: Apds cada material ter sido colocado em um recipiente
plastico com identificagédo, foi deixado por 30 minutos em &lcool 70%, 85%, 95%,

absoluto I, Il e lll, respectivamente.

Diafanizacao: Para o alcool ser substituido pela parafina, o material foi

colocado em 3 passagens de 30 minutos em xilol.

Inclusao: O material foi colocado em parafina fundida, passando por 3
banhos de 30 minutos cada, em estufa a 57° C. Em seguida o material foi colocado
em formas de metal, incluido em parafina e deixado a temperatura ambiente para

secagem.

Corte: Apds secagem, os blocos foram cortados em microtomo e
aproveitados 3 cortes de 5um de espessura de cada ovario, desprezando-se 30
cortes entre cada um dos coletados, de forma que trés partes distintas de cada

amostra fossem observadas.

Coloracao: Cada corte histolégico depois de ter sido colocado em banho-
maria, foi montado em Iamina de vidro, submetido a secagem a 42°C por cerca de 2
horas em estufa. O material foi desparafinizado em xilol lll por 15 minutos, xilol Il e |
por 5 minutos. Depois, foi rehidratado em solu¢des decrescentes de etanol (alcool
absoluto Il por 1 minuto, absoluto Il e |, 95%, 85% e 70% por 5 minutos cada). As
laminas foram deixadas em agua corrente por 20 minutos e destilada por 5 minutos.
Em seguida, coradas com Hematoxilina de Harris por 15 minutos e lavadas em agua
corrente por 20 minutos e destilada por 5 minutos. Depois foram submetidas a
Eosina por 10 segundos e agua destilada por 1 segundo. Posteriormente, o material

passou pelo alcool 70% até o xilol Il em ordem inversa.

Montagem das laminas: Sobre os fragmentos foi colocada de uma a duas

gotas de entelan e entdo a laminula, para serem secadas em estufa por 8 horas.
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3.3.5 Analise do Material

As laminas foram observadas em microscopia de luz, no ICBIM da UFU,
captando-se em média trés imagens de cada corte pelo programa de computador HL

image®.

As imagens foram capturadas sob aumento de 40x para foliculos terciarios e
secundarios e 100x para foliculos primordiais e priméarios. As areas dessas imagens
foram mensuradas em pum? e convertidas em mm?2, com os foliculos presentes
quantificados e classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento,
observando também a organizagdo tecidual. Mensurou-se em cada imagem o

diametro (um) de até dez foliculos de cada fase de desenvolvimento.

Os foliculos foram classificados, com base em Karja et al. (2002),
considerando-se 0 aspecto morfolégico dos mesmos, da seguinte forma: foliculo
primordial com ovdcito localizado centralmente e uma Unica camada de células
planas da granulosa ao redor; foliculo primario com ovdcito localizado centralmente
e uma camada de células da granulosa de formato cuboidal; foliculo secundario com
ovocito centralizado e varias camadas de células da granulosa de formato cuboidal;
foliculo tercidario com multiplas camadas de células da granulosa, formagéao de antro

e presenca de células da teca interna e externa.

3.4 Analise Estatistica

Apés a aplicagdo do teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se a
distribuicdo dos dados era normal, com o objetivo de verificar a existéncia ou ndo de
diferencas entre as frequéncias de foliculos ovarianos encontrados no ovario
controle, no remanescente e no implantado, e quanto a lateralidade, foi aplicado o
teste de Wilcoxon (SIEGEL, 1975). Para comparar o didmetro folicular aplicou-se o
teste t de Student (GRANER, 1966). Os testes foram feitos pelo software de andlise
de dados S-plus® Prefessional (2000). O nivel de significancia foi estabelecido em
0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto na medicina humana como na medicina veterindria estao sendo
estudadas técnicas para preservar o potencial reprodutivo de fémeas, segundo Yin
et al. (2003). A identificagdo e prevencdo de condi¢des clinicas eventualmente
associadas ao consumo folicular mais rapido que o habitual tem grande interesse
clinico (MEDEIROS e YAMAMOTO, 1998). Por essa razao, foi proposto neste
trabalho o implante ovariano avascular, fresco, autélogo e heterotépico no
subcutdneo de gatas domeésticas. A vantagem desta estratégia, para Yin et al.
(2003), € que tanto a endocrinologia quanto a fertilidade natural dos individuos

podem ser restaurados com os transplantes.

A técnica cirurgica para a ovariectomia inicial e ovariohisterectomia posterior
foi a recomendada por Christiansen (1988), Mialot (1988) e Wilson e Hayes Jr
(1986), de uso consagrado na medicina veterinaria, pois € de facil execucao e evita
complicagbes durante o ato cirdrgico. A técnica utilizada para o enxerto ovariano
seguiu a orientagdo de Le Roux e Van Der Valt (1978) e, mais recentemente, de
Matera et al. (1998), Schossler et al. (1999) e Oktay et al. (2003). Apds a cirurgia, o
implante era claramente visivel e palpavel sob a pele da regido abdominal das gatas
(figura 7), porém, ao contrario dos autores acima, monitoramento pela palpac¢ao
externa foi possivel apenas no primeiro més apos o implante, em parte devido ao
aumento de tecido adiposo acumulado na regido abdominal. Segundo Weissman et
al. (1999) e Kiram et al. (2004), o espaco subcuténeo é ideal para crescimento e
desenvolvimento de foliculos, mas também permite monitoramento simples,
conveniente e de facil acesso por aspiracdo com agulha. Em busca do primeiro
relatério da fungao enddcrina e recuperacao de ovocitos autélogos enxertados com
fragmentos ovarianos no antebraco, Oktay et al. (2001) mostraram que o subcutaneo
€ um local de implantacdo com acesso cirurgico facil e monitoramento com exames

de ultra-som.
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Figura 7. Visualizagdo do implante subcutaneo apés a cirurgia de ovariectomia e implante ovariano
heterotépico em gata doméstica (A e B).

Nesse estudo os transplantes foram frescos e, segundo Yin et al. (2003), em
seus estudos, o numero de foliculos foi maior no grupo dos transplantes frescos em
relacdo aos criopreservados; embora tenha tido isquemia, a perda de foliculos ndo
foi significativa. Wood et al. (1997) resfriaram ovarios de gatas domésticas que se
degeneraram quando conservados por mais de 48 horas. Wang et al. (2002)
reforcam essa idéia, pois relatam que criopreservagao e enxerto reduzem o numero

de foliculos viaveis no tecido ovariano.

Os implantes foram realizados sem anastomose vascular o que, segundo Yin
et al. (2003), induz a isquemia, prejuizo ao tecido, deplecao de células germinativas
e o suporte de células soméaticas. Porém, para Nugent et al. (1998), os foliculos
primordiais parecem ser relativamente resistentes a isquemia, embora perdas
sempre ocorram. Existem estudos que reforcam a idéia de que a anastomose do
pediculo vascular é desnecessaria para a manutencdo da vitalidade e fungéo
ovariana. Weissman et al. (1999) e Nisolle et al. (2000) acreditam nessa teoria e
esclarecem que a intensa neovascularizagdo que se forma em torno do ovario
parece ser suficiente para conservar sua vitalidade. Em dois animais do experimento
de Jeremias et al. (2002) as anastomoses vasculares foram ocluidas

completamente, conduzindo a grande perda de tecido.
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No presente estudo, foi criado um tdnel entre a fascia e o tecido subcutaneo,
usando dissecacao cega, assim como Oktay et al. (2003) em seu experimento. Esta
area é relativamente vascularizada segundo os autores, e deve ser prestada
atencao para evitar prejuizos as veias maiores e artérias porque o tecido ovariano

adquirira sua provisao de sangue local.

De acordo com Weissman et al. (1999), os elementos responsaveis pela
estimulacdo da angiogénese ainda permanecem desconhecidos, mas o tecido
ovariano € uma rica fonte de fatores angiogénicos, que estimulam a rapida migragcéao
de células endoteliais nos casos de transplantes, o que leva ao restabelecimento da
circulacdo sanglinea. A revascularizacao do enxerto € crucial para a sobrevivéncia
de foliculos ovarianos transplantados, por isso implantou-se fragmentos ovarianos
de cerca de 2 mm, contendo a area cortical e medular. O ovario cortado em
fragmentos menores que 1—2 mm, segundo Nugent et al. (1997), minimiza a hipoxia
no seu centro. Os fragmentos podem ser ancorados com quaisquer suturas no local
heterotopico, como foi realizado nesse estudo. Os foliculos primordiais presentes na
periferia sdo os primeiros a se beneficiarem da revascularizagdo. Na realidade, foi
informado por Von Eye et al. (1998) que enxertos ovarianos com tecido fatiado
resultaram em um grau mais baixo de isquemia ou mudangas degenerativas que

ovarios transplantados intactos.

Foi observada aderéncia apds a ovariectomia parcial ao redor do utero, o que
dificultou um pouco a exteriorizagdo do mesmo para a realizagdo da
ovariohisterectomia, o que dificultaria posteriormente a transferéncia de O&vulos
fecundados. A infertilidade de algumas coelhas, de acordo com Petroianu et al.
(2004), pbde ser atribuida a presenca de aderéncias tubo-ovarianas e outros
fendbmenos inflamatorios presentes nas tubas uterinas.

Existe pouca informagédo na literatura médica veterinaria com respeito a
funcdo hormonal de tecido ovariano transplantado em gatas ou até mesmo em
outros animais domeésticos. O presente trabalho ndo teve como objetivo realizar
dosagem hormonal para verificar a funcdo do ovario implantado, pois ficou o
remanescente. No trabalho de Callejo et al. (2001), os niveis de estrogeno (E2) e
hormonio foliculo estimulante (FSH) permaneceram dentro dos limites de castracao
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depois da transplantacdo ovariana subcutanea ao longo de um ano e igualmente
ocorreu no experimento de Matera et al. (1998) e Schossler et al. (1999).

O exame histologico dos tecidos ovarianos nesse experimento permitiu
verificar a presenca de foliculos primordiais, primarios, secundarios e terciarios
(figuras 8 e 9). Essa classificacdo foi de acordo com Karja et al. (2002), e é
semelhante a de Ceschin et al. (2004), Bristol e Woodruff (2004) e Weissman et al.
(1999). Ainda, segundo Telfer e Gosden (1987), foliculos com varios ovécitos sao
uma ocorréncia natural em gatos, mas nao foram observados nesse estudo.

A -..' ":\‘r ]

Figura 8. Cortes histolégicos de ovario de gata doméstica, corados com hematoxilina e eosina. (A)
Momento zero do ovario controle. (B) Momento 1 do ovario remanescente. Presenca de
foliculos primordiais (a), primarios (b) e secundario (c). Escala de baar = 50 pm.
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Figura 9. Corte histolégico de ovario remanescente de gata doméstica, corado com hematoxilina e
eosina. Presenca de foliculos em varias fases de desenvolvimento: primordiais (a), primarios
(b), secundario (c) e terciario (d). Escala de baar = 50 um.

Os implantes foram recuperados em 38,4% das gatas, e os demais nao foram
encontrados ou foram reabsorvidos. A procura dos mesmos foi intensa, em meio a
grande quantidade de tecido adiposo e glandulas mamarias de aspectos
macroscopicos semelhantes (figura 6 e 10). Notou-se nos implantes uma fibroplasia
do tecido conjuntivo interfolicular, com aumento dos feixes de colageno entre as
estruturas do parénquima (figura 11). A hiperplasia de tecido observada nesse
estudo é um pouco diferente da hiperplasia com densos agregados de fibroblastos,
descritas por Banks (1992), que s&o normais nas espécies animais e podem ser
paralelos a superficie ou se arranjar ordenadamente em volta dos foliculos ou dos
vasos a que estes se associam. As areas de fibroplasia observadas nesse
experimento também foram relatadas por Callejo et al. (2002), que no exame
histolégico de ovarios removidos 6 meses depois do enxerto mostraram graus
crescentes de fibroses, perda de foliculos primordiais e a presenca de cistos
epiteliais. Com um ano de experimento, a maioria do parénquima ovariano foi
substituido por fibrose, e embora o numero de foliculos antrais fosse
significativamente baixo em grupos transplantados, a area de células granulosa era

significativamente mais alta por causa de hiperplasia.
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Figura 10. Corte histolégico de ovario de gata doméstica implantado, corado com hematoxilina e
eosina. Presencga de foliculos primordiais (a) e glandula mamaria (b). Escala de baar = 50

um.

Figura 11. Corte histolégico de ovario de gata doméstica implantado, corado com hematoxilina e
eosina, com foliculos primordiais (a) e primario (b). A seta indica fibroplasia do tecido
conjuntivo interfolicular. Escala de baar = 50 um.



35

A proposta para verificar o consumo folicular foi pelo periodo de 120 dias,
conforme descrito por Callejo et al. (2001), pois é necessario esperar de trés a
quatro meses até a recuperagao espontanea da funcao ovariana, sendo o periodo
de tempo requerido para os foliculos primordiais que sobreviveram, se
desenvolverem até foliculos pré ovulatérios. Somente aos nove meses e meio
Donnez et al. (2004) verificaram o crescimento de um foliculo ovariano em mulheres
com implantes. Segundo Baird et al. (1999), sdo requeridos de cinco a seis meses

para a foliculogénese em ovelhas ap6s o implante ovariano.

Nos ovarios implantados foram encontrados 53,61 (59,75%) foliculos
primordiais por mm? e 36,10 (40,25%),) foliculos primarios (figura 12). Diferentemente,
nos experimentos de Matera et al. (1998) e Schossler et al. (1999), os fragmentos
ovarianos implantados tiveram foliculogénese completa, porém o estudo foi durante
doze meses, periodo trés vezes maior que o deste. A maioria dos foliculos
sobreviventes (93-95%) nos transplantes do estudo de Bosch et al. (2004)
permaneceu na fase primordial. Eles verificaram foliculos em fases diferentes de
desenvolvimento até antrais, usando o protocolo hormonal que incluia administragéo
de gonadotrofina coriénica humana (hCG) em uma tentativa para induzir ativagéo de
ovocitos, e apesar disto, ndo houve evidéncia de maturagdo. Ndo foi administrado
gonadotrofina exdgena nas gatas nesse estudo e, no trabalho de Schnorr et al.
(2002) isso ndo melhorou o resultado dos transplantes nos animais testados. No
estudo de Donnez et al. (2004) nenhum foliculo primordial foi notado, a densidade
folicular foi de 4 a 5 foliculos por mL de aspirado e observou-se que a temperatura e
mudancgas de pressdo no espago subcutaneo podem danificar os ovécitos.

De acordo com os resultados demonstrados na tabela 1, foram encontradas
diferencas significativas entre as frequéncias das variaveis: - Foliculo primario
controle x foliculo primario implante, com valores mais elevados obtidos com o
implante; - primario remanescente x primario implante, com valores mais elevados
obtidos com o implante; - tercidrio controle x terciario remanescente, com valores
mais elevados obtidos com o remanescente (figura 12).
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Tabela 1. Probabilidades associadas aos valores de t, obtidas quando da aplicacdo do teste de
Wilcoxon as freqliéncias de foliculos ovarianos, encontrados no ovério controle, no
remanescente e no implantado, considerando-se os valores relativos aos tipos de foliculos:
primordial, primério, secundario e terciario.

Variaveis Analisadas Probabilidades
Primordial controle x primordial implante 0,7750
Primordial remanescente x primordial implante 0,7750
Primordial controle x primordial remanescente 0,9197
Primario controle x primario remanescente 0,1027
Primario controle x primario implante 0,0011*
Primario remanescente x primario implante 0,0227*
Secundério controle x secundério remanescente 0,8182
Terciario controle x terciario remanescente 0,000*

(*) p < 0,05, significam grupos diferentes.

Tabela 2. Média do didmetro dos foliculos primordial, primario, secundario e terciario obtidos no
ovario controle, no ovéario remanescente e no ovario implantado.

Média do Ovarios
diametro dos
foliculos Controle Remanescente Implantado
Primordial 41,512 37,50° 41,31%
Primario 57,05 47,50 38,33°
Secundario 261,01° 203,80°
Terciario 704,40° 579,33

Letras diferentes numa mesma linha significam médias diferentes (p<0,05), de acordo
com o teste t de Student.
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Figura 12. Média da frequiéncia dos foliculos ovarianos primordial, primario, secundario e terciario
obtidos no ovario controle, no ovario remanescente e no ovario implantado.

Uma analise de regressao feita por Miller et al. (1999) revelou forte correlacao
entre idade e numero de foliculos primordiais, os quais declinam durante a vida
reprodutiva das espécies. Segundo Depalo et al. (2003), os foliculos primordiais e
primarios sdo gonadotrofinas independentes e, de acordo com Eppig (2001), ha
varios fatores que influenciam na transicdo destes foliculos, como o fator de
crescimento basico de fibroblastos (FGFB), fator de crescimento transformador
(TGFB), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e a insulina. A rapida
revascularizagdo do tecido ovariano é influenciada pela abundéancia de fatores
angiogénicos e os fatores de crescimento, segundo Dissen et al. (1994), Nugent et
al. (1997), e Torrents et al. (2003). Nugent et al. (1997), ainda complementam que 0s
horménios esterdides fazem com que haja secrecdo de gonadotrofina e
consequentemente ativam todos esses fatores envolvidos na revascularizagao;
assim, o implante se torna super estimulado e polifolicular, o que explica, além de

todos os argumentos acima, o numero de foliculos primarios ser maior nos
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implantes. A andlise imuno-histoquimica nao foi usada no presente estudo como
fizeram Wood et al. (1997) e Morita e Tilly (1999), que afirmam ser pouco
conhecidos 0s mecanismos responsaveis por iniciar e executar a apoptose em
ovocitos de foliculos imaturos devido a dificuldade em obter o niumero suficiente de
foliculos para andlise detalhada. Miller et al. (1999) acreditam que o fracasso dos
dados em mostrar o ponto de perda de foliculos seja em parte devido ao tamanho

limitado da amostra, assim como nesse estudo com gatas domésticas.

Apesar de Bristol e Woodruff (2004) acreditarem que o gato é ideal para se
estudar os foliculos ovarianos devido a sua abundancia, ha certa dificuldade de
avaliar o mesmo momento fisiolégico em diferentes épocas. Na gata, segundo
Dawson e Friedgood (1940), a ovulacao é o resultado de um reflexo neuro enddcrino
iniciado por copulagado ou um estimulo equivalente, quando os ovécitos em foliculos
pré-ovulatorios parados na profase da primeira divisdo meidtica s&o ativados pelo
pico de LH que segue o acasalamento. Cunningham (2004) esclarece que o padrao
de crescimento folicular ocorre em ondas de no minimo 8-9 dias de intervalos e os
foliculos se desenvolvem e regridem em um periodo de 6 a 7 dias. Para confirmar
que foliculos de tecido ovarianos transplantados do gato estejam em
desenvolvimento, Bosch et al. (2004) usaram uma técnica de imuno-histoquimica.
Provavelmente, os animais nesse estudo estavam em diferentes estagios do ciclo
estral quando foram realizadas as cirurgias nos dois momentos, por iSso 0 numero
de foliculos terciarios foi maior em média no ovario remanescente, e também é uma

questao geométrica, ja que a média do didmetro foi menor (tabela 2).

De acordo com a tabela 2, foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre as medidas dos didmetros foliculares das seguintes variaveis: -
primordial controle x primordial remanescente, com valores mais elevados obtidos
com o controle; - primario controle, quando comparado com o primario
remanescente e com o primario implante, com valores mais elevados obtidos com o
controle; - primario remanescente x primdrio implante, com valores mais elevados
obtidos com o remanescente. Conforme Hirshfield e Midgley Jr. (1978), o didmetro
pode ser até mais preciso para se classificar os foliculos e no trabalho de Laschke et
al. (2003), Bosch et al. (2004) e Gosden et al. (1994), a analise sequencial dos

diametros foliculares revelou uma tendéncia com o passar do tempo para valores
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maiores, com crescimento depois do transplante, diferente do que ocorreu nesse

trabalho.

Neste estudo houve diferenga entre os lados direito e esquerdo em relagéo a
freqiéncia de foliculos tercidrios no remanescente, sendo que os valores mais
elevados foram os do direito (tabela 3, figura 13). Miller et al. (1999), em seu trabalho
com macacos, também nao achou diferencas em relacdo ao numero de foliculos

primordiais.

Tabela 3.Probabilidades associadas aos valores de t, obtidas quando da aplicagdo do teste de
Wilcoxon as freqiiéncias de foliculos ovarianos, encontrados no ovario controle e no
remanescente, aos valores relativos aos tipos de foliculos: primordial, primario, secundario e
tercidrio, considerando-se a lateralidade.

Variaveis Analisadas Probabilidades
Primordial controle direito x esquerdo 0,5807
Primario controle direito x esquerdo 0,9372
Secundario controle direito x esquerdo 0,4000
Terciario controle direito x esquerdo 0,8357
Primordial remanescente direito x esquerdo 1,0000
Primario remanescente direito x esquerdo 0,2343
Secundario remanescente direito x esquerdo 0,1000
Terciario remanescente direito x esquerdo 0,0221*

(*) p < 0,05, significam grupos diferentes.

Tabela 4. Probabilidades associadas aos valores de t, obtidas quando da aplicagdo do teste de
Wilcoxon as medidas de diametro dos foliculos encontrados no ovario controle e no ovario
remanescente, considerando-se os tipos de foliculos: primordial, priméario, secundario e
tercidrio e a lateralidade

Variaveis Analisadas Probabilidades
Primordial controle direito x esquerdo 0,2949
Primario controle direito x esquerdo 0,0022*
Secundario controle direito x esquerdo 1,0000
Terciario controle direito x esquerdo 0,6282
Primordial remanescente direito x esquerdo 0,5338
Primario remanescente direito x esquerdo 0,3660
Secundario remanescente direito x esquerdo 1,0000
Terciario remanescente direito x esquerdo 0,1807

(*) p < 0,05, significam grupos diferentes.
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Figura 13. Média da freqliéncia dos foliculos ovarianos primordial, primario, secundério e terciério
obtidos no ovario controle e remanescente segundo a lateralidade.

Foi observado diferenca significativa em relacdo ao didmetro folicular primario
no ovario controle, considerando-se a lateralidade (tabela 4), sendo que os valores

mais elevados foram os obtidos com o lado esquerdo (figura 14).
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Figura 14. Média do didmetro dos foliculos ovarianos primordial, primario, secundario e terciario
obtidos no ovario controle e remanescente segundo a lateralidade.

Os resultados desta investigacao precisam ser complementados com estudos
adicionais de dosagem hormonal, métodos imuno-histoquimicos e também em
outras espécies animais, por um periodo maior que 120 dias. Conforme Ksiazkiewicz
(2006), é esperado que as tecnologias emergentes possam prover uma fonte
adicional de ovdcito para reproducao das espécies, sobretudo as em extincdo. A
producado de ovocitos competentes depende da utilizagdo de técnicas apropriadas.
No entanto, o nivel alto de atresia encontrado no gato doméstico por Wood et al.
(1997) contribui para o baixo sucesso da maturacao e fertilizagdo de ovécito in vitro
quando comparado a outras espécies. A descoberta de estratégias para diminuir ou
desacelerar a taxa de consumo folicular em gatas domésticas pode ajudar,
eventualmente, no entendimento da biologia folicular, dtil para o desenvolvimento
continuo de tecnologias para preservar ovécitos de espécies felinas em extingéo.
Por essa razao, acreditamos que o implante autologo fresco ovariano possa ser um

método promissor para garantir a fecundidade dessas espécies.
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5. CONCLUSOES

Os implantes ovarianos recuperados nesse estudo apresentaram foliculos
primordiais e primarios, com fibroplasia de tecido conjuntivo interfolicular.
O periodo de 120 dias nao foi suficiente para caracterizar o consumo folicular

ovariano.
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