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XENOTRANSPLANTE DE OVARIO BOVINO NA CAPSULA RENAL DE
CAMUNDONGAS BALB-C/NUDE E C57BL6 SCID ESTIMULADAS COM ECG OU
ASSOCIACAO DE FSH E LH, PIMENTEL, Muriel Magda Lustosa. Xenotransplante
ovariano de bovino em duas linhagens de camundongas imunodeficientes (BALB/c Nude e
C57BL6 SCID), 2015. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal, Producgéo e Sanidade
Animal) Programa de Pds Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

RESUMO - O objetivo desse trabalho foi de avaliar a viabilidade do xenotransplante de
tecido ovariano de novilhas sob a cépsula renal de dois modelos de camundongas
imunodeficientes e posteriormente estimuladas hormonalmente. Para tanto, animais das
linhagens BALB/c Nude — n = 9 e C57BL6 SCID — n = 12 receberam fragmentos de sete
ovarios de novilhas. Os tecidos corticais ovarianos foram levados diretamente para histologia
classica (controle) ou transplantados sob a capsula renal das receptoras, e permaneceram por
60 dias. Apos cinco dias da cirurgia, foi iniciado o lavado vaginal, a cada 12 horas, durante 55
dias e divididas em trés grupos, cada um com trés BALB/c Nude e quatro C57BL6 SCID,
onde o grupo um foi o controle, o grupo 2 estimulado hormonalmente com eCG e o grupo
trés, com uma associa¢ao de FSH+LH. O uso de termografia infravermelha para avaliagdo do
tecido ovariano se deu no momento da coleta do ovéario no abatedouro, logo apds o
transplante e no momento da retirada do mesmo. Amostras de tecidos e sangue foram
colhidos e encaminhados para histologia classica e bioquimica hepatica e renal. As duractes
das fases do ciclo estral, os dados termograficos e bioquimicos foram avaliados por ANOVA
seguidos de teste de Tukey (p<0,05). O tempo cirdrgico médio em ambos 0s modelos nédo
excedeu 18 minutos. Os animais C57BL6 SCID possuiam uma capsula renal mais elastica,
facilitando a insercdo dos fragmentos quando comparado as BALB/c Nude, o
desenvolvimento e vascularizacdo foi constatado em 83% das C57BL6 SCID e 77% das
receptoras BALB/c Nude, com retorno da atividade ovariana 19 e 9 dias ap6s o transplante,
respectivamente. Observou-se ainda a presenca de corpo hemorragico nos transplantes
induzidos com a associacdo FSH+LH na linhagem C57BL6 SCID. A termografia nédo
permitiu a distincdo entre os tecidos doador e receptor por ocasido do xenotransplante. Na
avaliacdo das funcGes renais e hepaticas da bioquimica plasmatica, apenas a ureia apresentou
valores menores para animais transplantados quando comparados aos seus respectivos
modelos controles. Conclui-se neste estudo que: a analise histologica permitiu o
monitoramento da reperfusdo e desenvolvimento folicular do transplante; novos protocolos
hormonais devem ser testados para a obtencdo de odcitos aptos para fertilizacdo; a
termografia infravermelha forneceu precisdo para o monitoramento dos ovarios doadores e 0
rim dos receptores, ndo evidenciando os transplantes; os animais C57BL6 SCID sdo mais
indicados para o procedimento cirirgico quando comparados aos BALB/c Nude e que o
xenotransplante sob a cépsula renal ndo compromete as fungdes renal e hepéatica do animal
receptor.

Palavras-Chave: xenotransplante, ovario, novilhas, camundongas.



XENOGRAFTING OF BOVINE OVARIES UNDER RENAL CAPSULE OF BALB-
C/NUDE AND C57BL6 SCID MICE STIMULATED WITH ECG OR ASSOCIATION
OF FSH AND LH, PIMENTEL, Muriel Magda Lustosa. Xenografting of bovine ovaries
under renal capsule of BALB-c/Nude and C57BL6 SCID mice stimulated with eCG or
association of FSH and LH, 2015. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal, Producéo
e Sanidade Animal) Programa de P6s Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN, 2015.

ABSTRACT - This study was aimed at evaluating the viability of xenografting of ovarian
tissue from heifers under renal capsule of two different murine models of hormone-treated
renal-encapsulated bovine ovarian tissue xenotransplantation. Thus, animals of BALB/c Nude
(n=9) and C57BL6 SCID (n=12) received ovarian cortical fragments from seven heifers. The
ovarian cortices were processed for histology (control) or grafted under the renal capsules of
recipient mice, evaluated by vaginal washing until 60th day post-grafting and divided in three
groups, each one with three BALB/c Nude and four C57BL6 SCID, as: control group; treated
with equine chorionic gonadotrophin hormone, eCG or a combination of follicle stimulating
hormone and luteinizing hormone (FSH + LH). Infrared thermography was performed at
different times in donor ovaries and recipients: at collection at slaughterhouse, at the time of
xenografting procedure and at time of xenografts collection, grafted tissues were also
recovered for histology and blood was collected for hepatorenal biochemistry. The average
duration of the phases of the estrous cycle, the results of thermographic evaluation, and
hepatorenal biochemistry were compared by ANOVA followed by Tukey’s test (p<0,05) The
average time of xenografting did not exceeded 18 minutes in both models. The C57BL6 SCID
showed a more elastic renal capsule, facilitating the grafting procedure whem compared to
BALB/c NUDE. Among the strains, 83% of C57BL6 SCID and 77% of BALB/c Nude mice
showed development and vascularization of the transplanted tissue, which acquired cyclicity
at 19 and 9 days post-transplantation, respectively. Hemorrhagic follicles in xenografts
induced with FSH + LH were found in the C57BL6 SCID strain. The thermography did not
allows clearly distinction between donor and recipient tissue by xenografting. Our integration
of these parameters revealed no significant difference between treatments for both strains
studied, with the exception of urea levels, which were lower in the grafted mice than in non-
grafted control mice. In conclusion, histological evaluation allow the monitoring of graft
reperfusion and follicular development; new hormonal protocols are needed for obtaining
oocytes for in vitro fertilization; infrared thermography provided minimum accuracy for
monitoring donor ovaries and the kidney recipient, not highlighting transplants; C57BL6
SCID strain appears to be the best host for ovarian xenografts, since the transplants in these
mice were viable and showed robust follicular development and xenotransplantation under the
kidney capsule does not compromise the renal and hepatic function of the recipient animal.

Keywords: xenotransplantation, ovary, heifers, mice
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1.  INTRODUCAO

O xenotransplante ovariano consiste na inser¢cdo do tecido ou parte dele em um
receptor de espécie diferente da doadora (BEZERRA et al., 2012), podendo ser realizado
proximo ou distante do local anatdmico original (SONMEZER e OKTAY, 2010). Através de
varios estudos, constatou-se que o local mais adequado para introdugdo do fragmento seria
sob a capsula renal (GOSDEN et al., 1994), devido a grande vascularizacdo do 6rgdo em
questdo, quando comparados com outros sitios como subcutaneo e bolsa ovariana (YANG et
al., 2006). Para realizagdo desta técnica, preconiza-se a utilizacdo de animais
imunossuprimidos (AUBARD, 2003) ou a administragdo de drogas imunossupressoras
(SAMANIEGO et al., 2006) para causar depressdo do sistema imune nos receptores e assim
reduzir a possibilidade de rejei¢do do tecido transplantado (BEDAIWY et al., 2008; SILBER
etal., 2010; SILBER, 2012; VON SCHONFELDT et al., 2012).

Essa técnica possui relevancia na reproducdo animal por manter a atividade dos
ovarios se transplantados a fresco, resfriados ou criopreservado, possibilitando a retomada das
funcBes hormonais em casos de situacdes de morte recente de um animal com estimado valor
genético, ecoldgico ou de interesse cientifico, uma vez que as gbnadas podem ainda resistir
algumas horas se bem conservadas (BEZERRA et al., 2011), além de sua utilizacdo para a
preservacao de espécies ameacadas de extincdo (KIKUCHI et al., 2011).

Para avaliar a viabilidade do tecido transplantado técnicas como lavado vaginal,
microscopia de luz, termografia infravermelha e bioquimica plasmatica podem ser utilizadas.

O lavado vaginal a fresco consiste na lavagem da mucosa vaginal com intuito entre
outras coisas, avaliar as diferentes fases do ciclo estral (SILVA FILHO e BURLA, 2002),
auxiliando com isso, a avaliacdo das fémeas apds o transplante ovariano, permitindo saber se
houve retorno da ciclicidade, qual a taxa desse retorno e a duracao de cada fase do ciclo estral.

A microscopia de luz apresenta uma grande vantagem, pois possibilita que um grande
namero de foliculos seja avaliado, o que a torna importante quando se deseja realizar uma
analise quantitativa (MATOS et al., 2007) do tecido xenotransplantado, no que diz respeito a
sua revascularizacdo, ativacdo folicular e classificacdo das caracteristicas especificas das
gbnadas da espécie estudada.

A termografia infravermelha (TI) consiste em uma técnica de captacdo da radiacéo
emitida pelos tecidos dos animais, convertida em imagens termograficas ou termogramas,
servindo como mapa da temperatura superficial nas diferentes areas investigadas (STEWART

et al., 2005), contribuindo com o diagndstico reprodutivo, além de ser uma tecnica menos
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invasiva, de rapida execucdo e sem restricbes no campo da Medicina Veterinaria (RICARTE,
et al., 2014). Nesse contexto, o uso da Tl em transplantes visa a avaliacdo prévia da
temperatura superficial do tecido doador em seu estado fisiol6gico, comparando-0 apos sua
implantacdo na receptora e posteriormente a retirada do implante na mesma.

Conhecer os parametros bioquimicos de animais experimentais é de suma importancia,
pois permite avaliar alteragdes funcionais nos 0rgdos estudados. Ao se tratar de
xenotransplante ovariano sob a cépsula renal, avaliar a bioquimica plasmatica de parametros
renais e hepaticos vao fornecer informacdes sobre as condi¢cdes gerais do animal e também do
sitio receptor, permitindo assim avaliar se 0 xenotransplante causa algum tipo de injaria ao
receptor.

Este estudo objetivou avaliar a viabilidade do xenotransplante de tecido ovariano de
fémeas bovinas sob a capsula renal de camundongas imunodeficientes BALB/c Nude e
C57BL6 SCID tratados com eCG ou associacdo de FSH e LH.
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2. HIPOTESES

a) O xenotransplante do tecido ovariano bovino sob a céapsula renal de
camundongos imunodeficientes da linhagem BALB/c Nude e C57BL6 SCID permite o
desenvolvimento do tecido doador;

b) O lavado vaginal, histologia classica, termografia infravermelha e bioguimica
plasmatica, permitirdo comparar qual das linhagens € melhor para realizacdo do
xenotransplante do tecido ovariano bovino sob a cépsula renal de camundongos

imunodeficientes da linhagem BALB/c Nude e C57BL6 SCID.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do xenotransplante de tecido ovariano de fémeas bovinas sob a
capsula renal de camundongas imunodeficientes BALB/c Nude e C57BL6 SCID tratados com

eCG ou associacdo de FSH e LH.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar o desenvolvimento do tecido transplantado por lavado vaginal;
b) Observar histologicamente a morfologia dos tecidos doador e receptor;

c) Analisar o efeito da adicdo de protocolos hormonais no desenvolvimento do
tecido ovariano de novilhas ap6s o xenotransplante e escolher o melhor protocolo de

estimulacdo hormonal;

d) Monitorar a perfusdo do tecido transplantado por meio da termografia

infravermelha;

e) Demonstrar qual melhor linhagem receptora para realizagdo do xenotransplante

ovariano bovino;

f) Avaliar a funcdo renal e hepética das receptoras através da analise da bioguimica

plasmatica.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 XENOTRANSPLANTE OVARIANO

Transplantar provém do latim “translatio” que significa transportar ou transferir. Esse
processo envolve a transferéncia de um 6rgdo funcional ou parte dele, de um individuo para
ele mesmo ou outro, por intervengdes cirurgicas, com ou sem reestabelecimento da
continuidade vascular (MACEDO, 2007). Assim sendo, os transplantes podem ser
classificados, levando-se em consideracao a espécie receptora (Figura 1), como: auto (mesmo
individuo), iso (animais geneticamente idénticos), alo (outro ser da mesma espéecie) ou
xenotransplante (de outra espécie) (ANDRADE et al., 2004; DEMEESTERE et al., 2007); e
segundo a sua localizacdo no receptor (Figura 2) em: ortotopicos (préximo a localizacdo
anatébmica original) ou heterotdpicos (distante da localizagdo anatémica original) (DONNEZ
et al., 2006; KRONH, 1977).

1 2 3 4

Figura 1 — Classificacdo ilustrativa dos transplantes de acordo com os receptores. 1 —
Autotransplante; 2 — Isotransplante; 3 — Alotransplante; 4 — Xenotransplante.

" Fragmento ovariano

Heterotdpico

Ortotdpico

Figura 2 — Classificacdo dos transplantes de acordo com o sitio receptor.
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No final do século XIX, o xenotransplante de gbnadas foi aceito com reservas pela
comunidade cientifica apesar dos resultados imediatos se mostrarem animadores. 1sso se deu
porque foram constatadas rejeicdes em muitos casos, reflexo do desconhecimento da correta e
completa imunologia para o transplante entre espécies (CUPERSCHMID e CAMPQOS, 2007)
e de receptores apropriados para tal finalidade. Na Medicina Veterinéria, com o advento das
linhagens geneticamente modificadas, surgiu uma nova possibilidade para a conservacao dos
gametas de animais que porventura ndo pudessem reproduzir mais. Nesse contexto, um
trabalho pioneiro com transplantes em ovinos propiciou a utilizacdo desta técnica para fins
reprodutivos e serviu como modelo de transplantes ovarianos para diversas espécies
(GOSDEN et al., 1994).

Os transplantes gonadais possibilitam a recuperacdo das atividades dos tecidos
ovarianos e testiculares de humanos ou animais domésticos e silvestres que estejam até
mesmo em risco de extincdo. Algumas aplicacbes podem ser destacadas para esta técnica, em
humanos, por exemplo, faléncia ovariana prematura (SILBER et al., 2008), retomada da
producdo hormonal e fertilidade (DONNEZ et al., 2011), e manutencdo da fertilidade em
mulheres portadoras de cancer (DONNEZ et al., 2004), como também, estudos sobre a
resposta dos tecidos transplantados a administracdo de diferentes hormoénios exdgenos em
funcdo da idade, da condicdo fisiologica do (a) doador (a) e receptor (a) e estudo de
contracepc¢édo (BEZERRA e MACEDO, 2013).

Em animais, a utilizacdo das suas gonadas pode se dar devido a acidentes ou
imediatamente apds a sua morte, quando estes se encontrarem impossibilitado de fertilizar; na
perpetuacdo da espécie ap6s o animal passar por tratamentos de quimioterapia, radioterapia ou
outros processos danosos a manutencdo de gametas; em estudos sobre desenvolvimento
folicular e producdo hormonal em fémeas; na introducdo de células germinativas
geneticamente modificadas e possibilidade de replicacdo em ruminantes domeésticos,
considerados excelentes modelos de transgenia; habilidade para controlar e preservar a
fertilidade de machos e fémeas; além de aproveitamento do potencial reprodutivo das génadas
de animais recém-nascidos que venham a Obito, como clones, transgénicos e animais
silvestres (BEZERRA e MACEDO, 2013).

Como limitacdes, de forma geral, o transplante de génadas necessita de uma equipe
especializada para realizacdo dos transplantes, acompanhamento permanente dos animais
transplantados, instrumental cirdrgico para microcirurgia e para o xenotransplante, sendo

necessarias ainda, receptoras imunodeficientes em estado de saude excelente, condigdes
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ambiente favoraveis a sua manutencdo (BEZERRA, 2010) e cirurgia e pos-cirurgia apropriada
para estabilidade e recuperacdo desses animais.

4.2 INDUCAO HORMONAL

O xenotransplante ovariano possibilita o desenvolvimento do tecido ovariano
transplantado em diversas espécies. Com base nessa premissa, ha estudos que ja
demonstraram que foliculos antrais foram obtidos sem estimulacdo hormonal quando cortices
de ovérios de saguis (CANDY et al., 1995), elefantas (GUNASENA et al., 1988) e de wombat
(WOLVEKAMP et al., 2001) foram transplantados em camundongas.

O FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) desempenha papel no crescimento folicular
precoce, porém seu papel principal é mais evidente no foliculo secundario e antral, devido ao
aumento no numero de receptores de FSH e os receptores de IGF- 1, que podem amplificar a
acao do FSH folicular (Hernandez-Fonseca et al., 2005).

Os foliculos primordiais, embora sensiveis as gonadotrofinas, ndo necessitam de FSH
e LH (Hormoénio Luteinizante) para o desenvolvimento até sua ativacao e, como as atividades
bioldgicas desses hormdnios ndo sdo exclusivamente espécie-especificas, é possivel que os
hormbnios produzidos pela hipéfise do receptor apoiem a morfogénese dos foliculos pré-
ovulatérios e a producdo de estrogénio no xenotransplante ovariano (Gosden et al., 1994).
Sendo assim, uma estratégia para melhorar a capacidade de desenvolvimento de o6citos dos
xenotransplantes seria facilitar seu desenvolvimento por aceleracdo do crescimento folicular
com administracdo de hormonios exdgenos (Kaneko et al., 2006).

O LH possui papel importante quando os foliculos bovinos atingem um didmetro de
aproximadamente 8 mm, sendo iniciada a sele¢do dos foliculos antrais e o desenvolvimento
dos receptores para LH nas células da granulosa. Os foliculos aumentam de tamanho
rapidamente, podendo chegar a aproximadamente 15 mm de didmetro no estadio de foliculo
ovulatério (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). A competéncia dos ovocitos tem uma estreita
relacdo com as multicamadas de células do cumulus que sdo linhagens de células da
granulosa, as quais envolvem os ovoécitos, mantendo uma importante via de comunicagdo
através das juncdes comunicantes GAP (gap junctions), antes e durante o pico de LH
(RODRIGUEZ e FARIN, 2004). Logo ap0s o0 pico, ocorre o desaparecimento dessas vias de
comunicagdo entre o ovocito e as células do cumulus (Hyttel et al., 1997). A ovulagdo ocorre
em consequéncia de uma interacdo dindmica entre o pico pré-ovulatorio causado pelo LH e os

fatores locais, incluindo os esteroides. O pico de LH provoca mudancgas estruturais e
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bioquimicas, que conduzem a ruptura do foliculo ovulatdrio, tendo, como resultado, a
extrusdo do ovocito maturo e o desenvolvimento subsequente do corpo lateo. Outro processo
induzido pelo LH que culmina na ovulagéo € a expansao das células do cumulus por meio da
secrecdo do hialuronano (&cido hialuronico), que forma um muco elastico na matriz
extracelular (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

O eCG (gonadotrofina coridnica equina) € um farmaco de meia vida longa (até 3 dias),
produzido nos célices endometriais da égua prenhe que se liga aos receptores de FSH e LH
dos foliculos e aos receptores de LH do corpo lateo. Portanto, possui a capacidade de
expressar atividade bioldgica tanto de FSH (horménio foliculo-estimulante) quanto de LH
(horménio luteinizante). Diverge gonadotrofinas coridnicas de outras espécies que apresentam
especialmente atividade de LH. Devido sua acdo de LH e FSH e meia vida longa, a eCG pode
ser utilizada em dose unica em protocolos para superovulacdo em bovinos (BARUSELLI et
al., 2008).

A eCG quando administrada vacas em anestro cria condi¢cdes para estimular o
crescimento folicular e a ovulacdo, mesmo em vacas que tenham comprometimento na
liberacdo de gonadotrofinas. Seu uso tem apresentado efeito positivo em rebanhos com baixa
taxa de ciclicidade (anestro), em animais recém paridos (periodo p6s parto inferior a 2 meses),
em animais com condigdo corporal comprometida e em animais que apresentam
comprometimento no crescimento do foliculo dominante devido a altos niveis de progesterona
ao final do tratamento de sincronizacdo da ovulacdo (aumenta a taxa de ovulacdo e aumenta a
taxa de prenhez) (BARUSELLI et al., 2004). Ainda, devido sua acdo de LH e FSH e longa
meia vida, a eCG pode ser utilizada em dose Gnica em protocolos para superovulacdo em
bovinos (BARUSELLI et al., 2008). O emprego da eCG também tem sido relatado em
receptoras de embrido. Receptoras que recebem eCG durante o tratamento de sincronizagao
apresentam aumento da taxa de ovulacdo e de aproveitamento, além de possuirem maiores
niveis de progesterona circulante no diestro (BARUSELLI et al., 2000).

Partindo-se do principio que os andrégenos e demais gonadotrofinas enddgenas de
machos poderiam auxiliar o crescimento folicular, camundongos machos foram utilizados
como receptores obtendo-se apos o transplante, crescimento de foliculos secundarios a antrais,
contudo estes foliculos foram menos vidveis quando comparados aos que sdo normalmente
encontrados nas fémeas (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2005; SENBON et al., 2004).
Todavia, ha quem faca o uso da adicdo de protocolos hormonais, como Kaneko et al. (2003)
gue apods o xenotransplante ovariano de suinos, induziram as camundongas receptoras a um

protocolo combinado de eCG-hCG 60 dias depois de observarem o estro (KANEKO et al.,


http://www.infoescola.com/medicina-veterinaria/gonadotrofina-corionica-equina-ecg/
http://www.infoescola.com/hormonios/hormonio-foliculo-estimulante-fsh/

23

2003). Uma vez verificada a insuficiéncia dos resultados, os mesmos autores fizeram,
posteriormente, ajuste de protocolos com a utilizacdo de eCG, pFSH (horménio foliculo
estimulante de suinas) e a combinacao de pFSH e um antissoro de estradiol (KANEKO et al.,
2006). Outros pesquisadores também utilizaram gonadotrofinas para estimulacdo hormonal
em xenotransplante ovariano, sendo o foco a espécie bovina, onde observaram um aumento
no crescimento folicular comparado aos animais nédo tratados (SENBON et al., 2005). A
utilizacdo de estimulos hormonais em receptoras apos 0 xenotransplante ovariano possibilita
um maior desenvolvimento do tecido transplantado, todavia, mais estudos devem ser
realizados de modo a se estabelecer protocolos hormonais para cada espécie, ademais, ainda
ndo se sabe ao certo, se a indugdo hormonal vai estar diretamente relacionada a receptora ou

doadora.

4.3 ANIMAIS UTILIZADOS PARA XENOTRANSPLANTE OVARIANO

4.3.1 Receptoras

Os camundongos sdo animais de facil manuseio, pequeno porte (aproximadamente 10
vezes menores do que 0s ratos), com caracteristicas geneticamente bem definidas, um ciclo
reprodutivo répido, curto periodo gestacional (em torno de 21dias), além de crescimento
rapido dos filhotes e baixo custo de manutencdo (ANDERSEN et al., 2004). Assim,
importantes linhas de pesquisa bioldgicas os adotaram como modelos experimentais e devido
a todas essas caracteristicas, o sistema imune dessa espécie foi caracterizado de maneira mais
extensiva do que qualquer outra espécie.

Almejando reduzir as chances de possiveis rejeicbes ap0s 0 Xxenotransplante,
manipulacdes genéticas foram realizadas por pesquisadores que produziram roedores
imunodeficientes para serem usados como receptores, sendo exemplos as linhagens C57BL6
SCID e BALB/c Nude, podendo ser utilizado tanto receptores fémeas (SENBON et al., 2004;
SENBON et al., 2005) quanto machos (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2004,
HERNANDEZ-FONSECA et al., 2005) para a realizagcdo do xenotransplante ovariano.

4.3.1.1 Camundongos BALB/c Nude

Os camundongos BALB/c Nude sdo homozigotos recessivos para 0 gene autossdémico

situado no cromossomo 11. Essa caracteristica induz o desenvolvimento anormal do timo nos
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animais, deixando-os assim deficientes em linfocitos T, dessa forma esta linhagem ndo rejeita
transplantes de outras linhagens ou espécies e apresenta maior susceptibilidade as infeccdes
(SHULTZ et al., 1995). A auséncia de pelos também é caracteristica dessa condicao, dai vem
a denominacéo Nude.

O acasalamento ocorre entre macho nu/nu x fémea nu/+; logo, as fémeas devem ser
heterozigotas, j& que a auséncia de pelos impede que mantenham os filhotes aquecidos e a
producdo de leite € menor. Esse tipo de acasalamento produz 50% de heterozigotos e 50% de
homozigotos recessivos, aproveitando-se 0os machos homozigotos e as fémeas heterozigotas
para os proximos acasalamentos. Geralmente sdo animais menores, crescem mais lentamente,
sdo menos férteis e morrem mais facilmente, devendo ser mantidos em condi¢Bes germfree
(FOSTER et al., 1983), sendo necessaria a esterilizacdo de todo e qualquer material que entre
em contato com 0s mesmos.

O camundongo BALB/c Nude foi empregado em estudos de crescimentos tumorais,
sendo imprescindiveis nas etapas iniciais de estudos pré-clinicos para desenvolvimento de
farmacos antitumorais (KELLAND, 2004), em transplantes de gbnadas (GOSDEN et al.,

1994) e em estudo de doencas autoimunes, como o lupus eritematoso (FURUKAW, 2003).

4.3.1.2 Camundongos C57BL6 SCID

Os animais SCID (do inglés Severe Combined Imunno Deficiency) por sua vez, sdo
diferenciados por possuirem transtornos congénitos raros caracterizados por deficiéncia nas
imunidades humoral e celular, leucopenia e concentracfes baixas ou ausentes de anticorpos.
Sua mutacéo se deu na linhagem CB-17 (JOHNSON, 2012).

Essa linhagem é homozigota para o gene autossémico recessivo mutante que esta
localizado na extremidade centromérica do cromossomo 16 e € responsavel pela
agamaglobulinemia severa e auséncia de linfécitos B e T maduros e funcionais, tornando-os
assim modelos animais, ja que sdo receptivos aos transplantes (GOSDEN et al., 1994).

A maioria dos homozigotos ndo possuem imunoglobulinas dos tipos IgA, IgM ou IgG,
mas alguns animais tém baixissimas concentra¢@es de alguma ou das trés. Os orgaos linfoides
desses animais se apresentam com um décimo do seu tamanho normal. Timo, linfonodos e o
baco estdo completamente destituidos de linfocitos. Os animais homozigotos sdo totalmente
deficientes de linfécitos T e B e suas células esplénicas ndo respondem a estimulos de mitose
para células B ou T (JOHNSON, 2012). O defeito parece estar nas células precursoras do

sistema linfoide, j& que transplantes de medula 0ssea restauram a capacidade de producédo de
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celulas B e T funcionais. Embora a maioria dos homozigotos falhe em produzir
imunoglobulinas e receptores para células T funcionais, alguns os produzem em baixas
concentracdes e ocasionalmente um individuo pode apresentar concentragdes quase normais
de imunoglobulinas séricas. Esse fendbmeno € descrito como leakness. Os homozigotos sdo

ferteis e em condigBes germfree podem viver por até 1 ano ou mais (SANTQOS, 2002a).

4.3.2 Doadoras

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegocio brasileiro no cenario
mundial. O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200
milhGes de cabecas. Além disso, desde 2004, assumiu a lideranca nas exportacdes, com um
quinto da carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises. O
rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois segmentos lucrativos. As
cadeias produtivas da carne e leite. O valor bruto da produgdo desses dois segmentos,
estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenga da atividade em todos os estados brasileiros,
evidenciam a importancia econdmica e social da bovinocultura em nosso pais (IBGE, 2014).

A pecuéria bovina brasileira passa por um processo de tecnificacdo da atividade,
porém ainda co-existem duas situaces bem distintas. Grande parte do rebanho nacional faz
uso de alguma tecnologia de producdo como melhoramento e/ou rotacdo de pastagem,
alimentacdo intensiva, cruzamento industrial, selecdo genética, manejo zootécnico-sanitario,
inseminacao artificial (IA), transferéncia de embrides (TE) e fertilizacdo in vitro (FIV), que
tém por objetivo 0 aumento dos indices zootécnicos e reprodutivos do rebanho (RODRIGUES
e RODRIGUES, 2000). Em contrapartida, hd ainda rebanhos em que a alimentacdo é
realizada em pastos nativos, sem suplementacdo, com pouco ou nenhum controle sanitario e
praticamente sem qualquer controle reprodutivo (SILVA, 2000). A somatoria dessas duas
situacOes faz com que os parametros reprodutivos e a taxa de desfrute do rebanho bovino
nacional ainda ndo sejam as mais adequadas principalmente face aos custos atuais de
producdo (JUNQUEIRA e ALFIERI, 2006).

Todavia, para que haja melhor desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas, faz-se
necessario o aprimoramento dos conhecimentos da fisiologia reprodutiva de cada espécie.
Quando se considera o sistema reprodutor feminino, os ovarios sdo estruturas importantes,
pois armazenam os foliculos, gametas femininos responsaveis, parcialmente, pela producédo de
embrides. Para os mamiferos, os foliculos ovarianos sao classificados, em termos gerais, em

pré-antrais e antrais. Os foliculos pré-antrais sdo constituidos por foliculos primordiais,
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primarios e secundarios e sdo diferenciados entre si pela forma e numero de camadas de
células da granulosa que circundam o odcito (FAIR, 2003; GONCALVES et al., 2008). Por
outro lado, os foliculos antrais sdo aqueles que apresentam cavidade antral, ou seja, presenca
de liquido folicular (GONCALVES et al., 2008; RODRIGUEZ e FARIN, 2004; VAN DEN
HURK et al., 2000).

Os foliculos se tornam responsivos aos hormonios gonadotroficos a partir do estadio
secundario e entdo podem progredir para o estadio seguinte do desenvolvimento (antral) com
uma circulagdo minima de FSH, mas o hormdnio luteinizante (LH) parece ser mais
importante para o crescimento dos foliculos neste estadio do desenvolvimento, provavelmente
devido as células da granulosa apresentar receptores para FSH pouco funcionais. Assim,
através dos receptores de LH nas células da teca, o hormonio desencadeia o processo de
biossintese de andrdgenos tecais que podem estimular a formacdo de novos receptores de FSH
nas células da granulosa. Deste modo, o FSH pode amplificar seu efeito sobre os foliculos
secundérios (YOUNG e MCNEILLY, 2010).

Além dos hormonios, outros fatores que influenciam o desenvolvimento dos foliculos
secundarios e terciarios podem derivar dos odcitos (Ex.: Proteina morfogenética 6ssea-15
(BMP 15), Fator de crescimento diferencial-9 (GDF-9) e Conexina-37), das células da
granulosa (Ex.: Fator de crescimento epidermal (EGF), Activina, Folistatina, Inibina) e das
células da teca (Ex.: Fator de crescimento epidermal (EGF), Proteina morfogenética Gssea —
15 (BMP 15) e Fator de crescimento semelhante a insulina Il (IGFII)) (VAN DEN HURK e
ZHAO, 2005).

Os sinais para a formacdo do antro ndo sdo bem compreendidos, no entanto, foi
demonstrado que o FSH e os fatores de crescimento epidérmico semelhante a insulina tipo |
promovem a formacdo do antro em foliculos cultivados in vitro, os quais apresentam
multicamadas de células da granulosa (GUTIERREZ et al., 2009). O crescimento dos
foliculos antrais em bovinos ocorre em duas fases distintas: a) fase lenta: onde os foliculos
demoram aproximadamente 30 dias para avancar de 0,3 mm de didmetro para o estadio de
pequenos foliculos antrais, com cerca de 3 mm de diametro (MIHM e BLEACH, 2003). Neste
periodo do crescimento folicular, o od6cito atinge seu crescimento final, com
aproximadamente 110 pm de diametro, tamanho este que esta relacionado com a aquisi¢cao da
competéncia para o desenvolvimento (FAIR, 1997; RODRIGUEZ e FARIN, 2004); b) fase
rapida: os foliculos pequenos, de aproximadamente 3 mm de diametro, demoram de 5 a 7 dias

para se tornar foliculos dominantes, com mais de 8 mm de diametro. Esta fase é seguida por
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um periodo variavel de dominancia, que culmina no desenvolvimento do foliculo pré-
ovulatério e, em seguida, na ovulagdo (BLEACH et al., 2001).

Partindo deste principio, as condicGes fisioldgicas da doadora (peso, raca, idade e a
prépria variacao individual) tem merecido atencdo nos estudos reprodutivos, tendo em vista a
qualidade da gonada a ser utilizada para essas pesquisas. Sabe-se que nas vacas 0S OVArios
apresentam a regido cortical mais desenvolvida devido a presenca de grandes corpos luteos e
foliculos maduros que, podem estar presentes ao mesmo tempo no ovario bovino (DYCE et
al., 1990). Herrmann e Spanel-Borowski (1998) afirmaram que os ovarios das novilhas
diferiam dos das vacas por apresentarem maior nimero de foliculos primordiais além de o seu
crescimento ser mais evidente. Citaram ainda, que ha presenca de foliculos pré-antrais e
antrais proximos a regidao medular para as novilhas e préximo a regido cortical para as vacas,
sendo que nestas, os foliculos antrais apresentavam grande diametro. Além disso, Mcdonald
(1989) descreve a presenca de corpos luteos mais numerosos nos ovarios das vacas do que de
novilhas. Sendo assim, os transplantes de ovarios de novilhas teriam maior probabilidade de

desenvolvimento.

4.4 FORMAS DE AVALIACAO DO XENOTRANSPLANTE

Existem diferentes formas para avaliar foliculos obtidos a partir de cultivo (in vivo
e/ou in vitro) e garantir assim o sucesso da técnica. Dentre elas podemos destacar aquelas que
permitem a avalia¢do da qualidade folicular, como por exemplo, a histologia classica (HC), a
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a microscopia de fluorescéncia. Existem ainda
as técnicas de biologia molecular que permitem o estudo da expressdo de genes que codificam
ligantes e/ou receptores de diferentes substancias importantes para a foliculogénese, a
imunohistoquimica, a qual permite a deteccdo de antigenos em cortes histologicos
contribuindo para uma melhor elucidacdo desse processo (RAMOS-VARA, 2005). Além
disso, a técnica de lavado vaginal e termografia infravermelha vém ganhando espaco quando
diz respeito as avaliacGes qualitativas das mudancas fisiologicas dos animais doadores e
receptores. A seguir, serdo abordadas brevemente apenas as técnicas empregadas nesse
trabalho.
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4.4.1 Lavado vaginal

O trato reprodutor feminino esta sujeito a alteracfes periodicas ciclicas mais intensas
que o trato reprodutor masculino. Além disso, a atividade ciclica feminina se manifesta macro
e microscopicamente, assim como comportamentalmente. Esses varios estagios morfologicos,
funcionais e comportamentais estdo diretamente relacionados ao ciclo estral (BANKS, 1991).

A determinacdo do ciclo estral é de suma importancia em procedimentos de pesquisa,
pois, além de evitar uma serie de vieses devido a alteragdes hormonais que ocorrem durante o
ciclo, permite conseguir grupos mais homogéneos, importantes em alguns tipos de ensaios
(VILELA et al., 2007).

A regulacdo da atividade do ciclo estral dos mamiferos domésticos € um processo
complexo e estd, basicamente, sob o controle do eixo hipotdlamo-adenohipéfise-ovarios,
através de mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos. O hipotalamo sintetiza e libera o
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e sob esse estimulo, a hipofise libera o
horménio foliculo estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH) e prolactina. A regulacéo
da secrecao de gonadotrofinas durante o ciclo estral requer um delicado balanceamento entre
essas complexas interagdes hormonais (BENITES, 1999).

Os roedores sdo mamiferos que apresentam ciclo estral regular, caracterizado por
mudancgas morfologicas nos ovérios, Utero e vagina, caracteristicas que sdo observadas
durante quatro a seis dias. Eles possuem ciclo estral de curta duracdo, prenhez relativamente
breve e sdo de facil manejo. Por isso, camundongas, cobaias e ratas sdo frequentemente
utilizadas em experimentos reprodutivos. Deve-se considerar que fatores como idade, estacdo
do ano e origem do animal, bem como as condi¢Oes alimentares e luminosidade podem
provocar variacdes no ciclo estral desses animais (SIMOES, 1984).

As fases do ciclo estral da camundonga sdo classificadas em proestro, estro, metaestro
e diestro, sendo que o0 estro corresponde a fase em que a fémea esta receptiva ao macho e
caracteriza-se por uma intensa queratinizacdo e descamacdo vaginal (HARKNESS e
WAGNER, 1994). O diestro caracteriza-se por baixas concentracdes de estrogénio e
esfregacos vaginais com predominio de leucdcitos e algumas celulas epiteliais corneificadas;
esta fase é considerada como pré-ovulatoria. No proestro ha um aumento da concentracdo do
estradiol, e, no esfregaco vaginal, predominam células basais e parabasais, dispersadas ou
acumuladas; esta € a fase em que ocorre a ovulagdo. No estro ha queda das concentragdes de

estradiol e predominio de células epiteliais, de descamacdo e corneificadas; esta é a fase pos-
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ovulatéria. No metaestro ha um aumento nas concentracdes de progesterona, havendo uma
pequena quantidade de células de descamacéo e leucocitos (MARCONDES et al., 2002).

O comportamento esperado em fémeas transplantadas com fragmentos de cortex
ovariano é de um anestro inicial que pode variar conforme a interacdo entre o tecido
transplantado e o receptor (BEZERRA e MACEDO, 2013). Caso a interagdo ocorra, Serao
observados os diferentes tipos celulares. Nesse sentido, o uso da técnica de lavado vaginal é
de suma importancia para a observacao do retorno ao estro e da duracdo do ciclo estral das

fémeas submetidas ao transplante.

4.4.2 Histologia Classica

Histologia classica € uma importante técnica para avaliacdo de foliculos ovarianos,
pois permite constatar a morfologia do odcito assim como das células que compdem o
foliculo e determinar tanto o nimero destas quanto eventuais mudancas na estrutura celular.
Tais alteragbes incluem a desorganizacdo das células da granulosa e seu destacamento da
membrana basal, bem como, a retracdo oocitaria e a picnose nuclear. Esse processamento
histolégico pode ser aplicado para avaliagdo tanto de foliculos inclusos no cortex ovariano
quanto aos isolados (SAMUELSON, 2007).

Autores como Candy et al. (2000), Eimani et al. (2009), Aerts et al. (2010) e Bezerra
(2010), utilizaram protocolos semelhantes de histologia classica em experimentos de
transplantes de tecido ovariano. Nestes estudos, a utilizacdo da coloracdo hematoxilina-eosina
(HE) possibilitou a avaliacdo da integridade tecidual justificando-se 0 seu uso para este tipo
de cultivo. Existem também outras coloragbes como o Tricrdmico de Masson que tem como
finalidade distinguir células do tecido conjuntivo circundante e avaliar a vascularizagdo. E
uma técnica de coloracédo de colageno e fibras elasticas, onde podem ser observadas trés cores
diferentes: verde - tecido conjuntivo e tecido muscular; vermelho — eritrdcitos e fibra

muscular; azul - citoplasma e nucleos azuis (SAMUELSON, 2007).

4.4.3 Termografia Infravermelha

A termografia infravermelha é uma técnica que permite mapear um corpo ou uma
regido com o intuito de distinguir areas de diferentes temperaturas, sendo, portanto uma
técnica que permite a visualizagdo artificial da luz dentro do espectro infravermelho. A

imagem térmica digital infravermelha é indcua e ndo entra em contato fisico com o 6rgéo e,


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Infravermelho
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segue principios fisicos de transferéncia de calor e da prépria termodifusdo no que diz
respeito o estudo da microcirculagdo. A busca frequente por técnicas menos invasivas para o
diagnostico reprodutivo, sem restricGes para sua utilizacdo e de rapida execucdo € o desejo de
muitos profissionais que trabalham com reproducdo, com isso, a técnica de Termografia
Infravermelha (TI) surge como uma alternativa para tornar rapido e eficiente o diagnostico
reprodutivo (RICARTE et al., 2014). Nesse contexto, a termografia infravermelha consiste na
técnica baseada em uma das leis da radiacdo que afirma que todos 0s corpos com temperatura
acima de -273°C, marca do zero absoluto, emitem radiacdo infravermelha, com frequéncia
eletromagnética de intensidade proporcional a temperatura superficial que pode apresentar-se
alterada em diversas areas especificas e em épocas ou ocasides distintas em virtude do
metabolismo tecidual, da perfusdo sanguinea do local, de alteraces inflamatdrias e/ou mesmo
pela atividade momentanea exigida do tecido (KOOPMAN, 1980).

Estudos demonstraram que a imagem infravermelha é uma metodologia util para
identificar disturbios da perfusdo de tumores cerebrais e renais no intraoperatério. O
imageamento infravermelho tem potencial para uma avaliacdo objetiva e em tempo real para
deteccdo tanto qualitativa quanto quantitativa da viabilidade organica durante episddios de
isquemia (GORBACH et al., 2008).

Informacgdes sobre o estado da microcirculacdo hepatica diagnosticado por método
complementar com filmagem infravermelha podem vir a ser uma metodologia promissora
para auxiliar ao cirurgido na avaliacdo de 6rgaos a serem captados para transplante e, também,
na documentacdo dos parametros microcirculatorios ap6s reperfusdo no receptor, haja vista 0s
resultados prévios obtidos em transplante renal (GORBACH et al., 2008) e na perfuséo
coronariana (BRIOSCHI et al., 2002).

Esta técnica vem despontando na Medicina Veterindria como promissora para um
diagnostico rapido de doencas ou mudancas das fungoes fisiologicas em diferentes tecidos. Ja
tendo sido testada no monitoramento da perfusdo sanguinea durante transplantes em suinos,
na deteccdo de estro em porcas (RIBEIRO et al., 2009; SCOLARI et al., 2011) e também no
autotransplante ovariano em camundongas (BEZERRA et al., 2014).

Para aplicacdo desta técnica se faz necessaria uma camera termografica que capta a
quantidade de radiagdo emitida pelos tecidos, sendo uma técnica segura para ser utilizada em
animais de todas as idades e estados fisioldgicos. A camera termografica é capaz de detectar
variagbes minimas de temperatura com precisdo, com isso, a utilizacdo da andlise de

termografia infravermelha torna possivel identificar pontos de valores distintos de
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temperatura radiante e tem sido valiosa para o reconhecimento de diversos eventos
fisiologicos em animais (RICARTE et al., 2014).

4.4.4 Bioquimica Renal e Hepética

Os perfis bioquimicos do sangue sdo utilizados extensivamente em Medicina
Veterinaria ndo somente para a avaliagdo clinica individual, mas também para avaliar
populacdes de animais, pois fornece importantes informacGes com relacdo ao balanco
nutricional, situacdes deficitarias, monitoragdes de tratamentos (GONZALEZ et al., 2001),
alteracbes funcionais dos 6rgdos (ALMEIDA et al., 2008) e monitoramento do 6rgdo apds
transplantes.

Dentre outras finalidades, o exame bioquimico exerce papel importante na avaliacao
da funcéo renal (BERGONSO, 2007), podendo esta ser determinada pela mensuracdo de ureia
e creatinina.

A ureia é gerada pelo figado e € a principal fonte de excrecdo do nitrogénio do
organismo. Ela é um produto do catabolismo de aminoéacidos e proteinas (BURTIS et al.,
2008).

A creatinina é derivada do catabolismo da creatina, existente em grande quantidade
nos muasculos esquelético e cardiaco, figado e rins, resultando na producdo de fosfato
inorganico e creatinina, e esta € normalmente excretada pelos rins, principalmente por
filtracdo glomerular (GUYTON e HALL, 2006). O aumento da taxa de creatinina no sangue
ocorre em todas as patologias renais em que ha diminuicdo da filtracdo glomerular. A
dosagem de creatinina deve ser realizada em paralelo com a de ureia para uma melhor
avaliacdo da reversibilidade da lesdo. A creatinina ndo é marcadamente influenciada pela
dieta ou por hemorragias intestinais, mas uma severa perda muscular podera reduzir sua
quantidade (BERGONSO, 2007).

A avaliacdo hepatica mede as respostas as alteracGes anatémicas ou bioquimicas do
figado (YEN et al., 2005). Dentre os testes utilizados para esta avaliagdo pode-se incluir as
dosagens de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL).

A ALT é encontrada abundantemente no figado, em quantidades moderadas no rim e
em pequenas quantidades no coragdo e na musculatura esquelética. Sua origem €
predominantemente plasmatica, fazendo com que se eleve rapidamente apos a lesdo hepética
(SCHUMANN et al., 2002).
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A AST é encontrada em diversos 6rgéos e tecidos, incluindo coracdo, figado, masculo
esquelético e eritrocitos. Esta presente no citoplasma e mitocondrias, portanto sua elevagéo
indica um comprometimento celular mais profundo (SCHUMANN et al., 2002).

A FAL é composta por um grupo de isoenzimas associadas a membrana, localizada
em varios tecidos, mas somente dois sdo importantes para o diagnostico, o tecido 6sseo e
hepatobiliar. Esta presente no figado (células epiteliais do ducto biliar), 0ssos (osteoblastos),
intestinos, rins e placenta (FELDMAN et al., 2000).
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S. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendacfes do Codigo Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) (1988), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido sob o niimero de
protocolo 23091.002005/2013-23.

5.1 FEMEAS RECEPTORAS E MANEJO

Como receptoras foram utilizadas camundongas imunodeficientes da linhagem
BALB/c Nude (n = 9) e C57BL6 SCID (n = 12), adultas (entre 60-80 dias de vida). Para
comprovacdo do desenvolvimento do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal das receptoras,
realizou-se lavado vaginal prévia ao transplante para observagdo das diferentes fases do ciclo
estral.

Foram utilizadas ainda, oito fémeas de cada linhagem para servirem de controle para
lavado vaginal durante 30 dias e eutanasia para avaliacdo da bioquimica plasmatica. Os dados
coletados serviram para posteriores comparagoes.

Todos os animais do experimento foram mantidos em estantes com mini-isoladores
esterilizados e de pressdao positiva a 22°C com fotoperiodo de 14:10 (luz:escuridao),
alimentados ad libitum com racdo, agua filtrada e sementes de girassol, sendo todos esses
itens autoclavados 24 horas antes da oferta aos mesmos. Os procedimentos de manutencédo
semanal (troca do mini-isolador, racdo, girassol e agua), manejo geral ou sempre que
necessario promover algum tipo de observacdo e manipulacdo dos animais, foram realizados
em fluxo laminar. Adicionalmente, os animais foram inspecionados diariamente quanto a
possiveis alteracfes de comportamento e/ou saude.

Todas as camundongas (primeira geracao) foram obtidas apds cruzamentos realizados
do Laboratério de Transplantes Gonadais e Producdo In Vitro de Embribes (LTG-PIVE)
localizado na Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). As matrizes utilizadas
para a replicacdo da coldnia foram provenientes da Fundacdo da Universidade de S&o Paulo
(FUSP - Séo Paulo).
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52 SELECAO DAS DOADORAS DOS OVARIOS

Foram utilizados sete ovarios de novilhas mesticas oriundas de matadouro local. Tais
ovarios apresentavam-se em inicio de onda folicular, com presenca de foliculos antrais e
auséncia de corpo Iuteo. A colheita ocorreu imediatamente ap6s o abate e 0s ovarios foram
lavados rapidamente com solucdo fisiologica a 0,9%, inseridos em tubos conicos estéreis (50
mL), identificados em funcdo da idade da doadora e, em seguida, transportados em solucdo
fisioldgica a 0,9% com antibidticos (100 pg/mL de penicilina) e mantidos a 37°C durante o
transporte ao LTG-PIVE.

5.3 PROCESSAMENTO DO TECIDO OVARIANO DOADOR

Os ovérios colhidos tiveram seus tecidos corticais delicadamente manipulados com
auxilio de pincas e laminas de bisturi, obtendo-se fragmentos de aproximadamente 1 mm?®
selecionados sob estereomicroscopico. Em seguida, foram acondicionados em meio
TALP/HEPES enriquecido com 2% de soro fetal bovino (Sigma - A9647) até 0 momento do
transplante, ndo se excedendo o limite de 5 horas desde a colheita até o transplante.

Os fragmentos obtidos dos cortices ovarianos das doadoras foram separados em dois
grupos: controle (levados diretamente para histologia classica apds sua fragmentacdo) e
aqueles que foram transplantados, sendo eles inseridos sem reanastomose vascular sob a

capsula renal do rim esquerdo das fémeas receptoras (cinco fragmentos por fémea).

54 CIRURGIA

Inicialmente, todas as camundongas que seriam submetidas aos procedimentos
cirargicos foram individualmente pesadas para o célculo da dose anestésica. No protocolo
anestésico utilizado foi 2,2,2-tribromoetanol a 2,5%, na dose de 20 mg/kg (BALB/c Nude) e
18 mg/kg (C57BL6 SCID), administrados intraperitonealmente (BEZERRA et al., 2010). A
dose anestésica foi ajustada individualmente durante o procedimento cirlrgico para
manutencdo do plano anestésico desejado de acordo com os parametros fisiologicos estaveis e
imobilidade. Em roedores ndo sdo necessarios jejum hidrico ou alimentar prévios ao
procedimento cirlrgico, pois o estdbmago destes animais apresenta um angulo estreito na

curvatura menor que impossibilita o vomito (ARAUJO, 2010).
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Com o intuito de prevenir possiveis interferéncias da atividade gonadal das receptoras
sobre o tecido ovariano a ser transplantado, todas as fémeas receptoras foram submetidas a
ovariectomia bilateral prévia. Para realizacdo deste procedimento, foi realizada a anestesia dos
modelos experimentais conforme descrito acima. Realizou-se a antissepsia dos campos
cirargicos com solucéo alcodlica de iodo a 2%, seguida pela colocagdo de panos de campo
estéreis. No caso das fémeas C57BL6 SCID, antes da antissepsia foi realizada tricotomia
bilateral dos campos cirurgicos.

O procedimento cirargico foi realizado através de incisdes sublombares bilaterais de
aproximadamente 1cm, sempre caudal a ultima costela, com uso de tesoura iris reta de 12 cm
e auxilio de pinca de iris curva serrilhada de 10cm. Apds identificacdo das bolsas ovarianas, o
ovario correspondente a cada um dos antimeros foi removido com o auxilio de pinca curva
serrilhada de disseccdo. Apds a retirada dos ovarios, foi realizada uma inspecdo da cavidade
quanto a possiveis hemorragias e, ao observar-se normalidade hemostatica, deu-se
continuidade a cirurgia.

Em seguida, foi localizado e exteriorizado o rim esquerdo. Sua capsula renal foi
delicadamente aberta com auxilio de uma pinca de iris serrilhada de 10 cm e os fragmentos
previamente selecionados (n = 5) do tecido ovariano da fémea doadora foram inseridos
individualmente na regido subcapsular. Realizada a insergéo dos fragmentos, foi verificada a
ocorréncia de quaisquer anormalidades tanto no tecido renal quanto no ovariano recém-
implantado e, na auséncia dessas, os tecidos foram devolvidos a posi¢do anatbmica de origem.
Por fim, os tecidos musculares, subcutaneo e dérmico foram suturados com fio cirdrgico
inabsorvivel (monofilamento nylon 6-0 agulhado).

Ao final do procedimento descrito, os animais foram acondicionados em mini-
isoladores aquecidos a 37° C até a completa recuperacdo do plano anestésico e analgesiados
com uso de cetoprofeno na dose de 0,8 mg/Kg de peso vivo por via intraperitoneal a cada 12
horas no periodo de 2 dias. Nos dias seguintes da cirurgia, os animais ficaram sob observacdo
guanto a possiveis sinais de hemorragia, deiscéncia dos pontos e/ou infeccao.

Os ovarios retirados na ovariectomia das camundongas serviram para estudos

posteriores.

5.5 LAVADO VAGINAL

Transcorridos cinco dias do procedimento cirdrgico, foi realizada lavado vaginal nas

fémeas transplantadas para avaliacdo do ciclo estral a cada 12 horas, durante 55 dias. Para
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tanto, o animais foram devidamente contidos e foi utilizada uma micropipeta de 20 pl
acoplada com ponteiras de 10-100 pl e solugdo fisiologica a 0,9%. Os lavados foram
avaliados a microscopia de luz, a fresco e sem coloracdo, em aumento de 20x.

A classificacdo para lavado vaginal foi baseada nos critérios estabelecidos por
COOPER et al. (1993).

5.6 ESTIMULO HORMONAL E COLHEITA DO MATERIAL

As fémeas receptoras foram divididas em 3 grupos experimentais de acordo com a
realizacdo ou n&o de estimulo hormonal, onde:

e Grupo 01 (G1): controle (n = 3 BALB/c Nude; n = 4 C57BL6 SCID), animais que

ndo receberam tratamento hormonal;

e Grupo 02 (G2): eCG (n = 3 BALB/c Nude; n = 4 C57BL6 SCID), animais que

receberam 10 Ul de eCG™;

e Grupo 03 (G3): FSH+LH (n = 3 BALB/c Nude; n = 4 C57BL6 SCID), animais

que receberam 10 Ul de FSH+LH™".

Sessenta dias apds o procedimento cirdrgico, o transplante foi retirado das receptoras
do grupo G1. O eCG foi aplicado em dose uUnica e a associacdo de FSH com LH foi
administrada durante dois dias a cada 12 horas. Ap6s 48 horas do estimulo hormonal, foi
realizada a retirada dos transplantes das receptoras dos grupos G2 e G3.

Todos os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de 2,2,2
tribromoetanol e posterior deslocamento cervical. Todos os tecidos retirados foram levados a

histologia classica.

57 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os tecidos colhidos apds 60 e 62 dias do inicio do experimento foram fixados em
solucdo Carnoy (60% etanol, 30% cloroformio, 10% é&cido acético) durante 8 horas e,
posteriormente, desidratados, diafanizados, incluidos em parafina e seccionados de forma
semi-seriada a espessura de 5 um para posterior coloracdo com hematoxilina—eosina (HE) e

tricromico de Masson (TM).

* eCG: Novormon®
“FSH+LH: Pluset®
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5.8 PARAMETROS DE AVALIACAO DO TECIDO OVARIANO

O tecido ovariano foi avaliado quanto a integridade do seu parénguima, qualidade dos
foliculos ovarianos, bem como sua vascularizacdo, avaliando-se presenca dos Vvasos.
Adicionalmente, realizou-se classificacdo folicular tanto nos ovarios controle como nos
fragmentos transplantados, de acordo com o tipo e 0 nimero de camadas de células da
granulosa que circundavam o odcito seguindo os padrées morfologicos de Rodgers e Irving-
Rodgers (2010). Os foliculos pré-antrais (FOPA) foram assim divididos: primordiais -
continham um o6cito circundado por uma camada parcial ou completa de células
pavimentosas da pré-granulosa; primarios - possuiam uma camada de células da granulosa
clbicas; secundarios - continham duas ou mais camadas de células da granulosa cubicas sem
antro visivel; e foliculos antrais: antral - aqueles com uma, ou mais, pequenas areas de fluido
folicular (antro) e pré-ovulatérios - possuiam um halo ou camada de células do cumulus
circundando o odcito. Os foliculos atrésicos possuiam a mesma classificacdo dos foliculos
normais quanto ao tipo e numero de camadas, diferindo dos mesmos por apresentarem
picnose nuclear, danos citoplasmaticos, desconexdo entre células da granulosa e 0 ovocito,

bem como irregularidades na membrana basal (MACEDO, 2007).

59 AVALIACAO TERMOGRAFICA

Para a avaliacdo termogréafica foi utilizada uma camera termogréafica infravermelha
(FLIR). As imagens foram realizadas a 20 cm do tecido em estudo, observando em trés
diferentes momentos a viabilidade do mesmo: M1 — coleta do ovario no abatedouro; M2 —
logo apos a fixacdo do transplante e M3 — 60 e 62 dias apds o transplante, quando os animais
foram submetidos a laparotomia para avaliacdo dos tecidos. Apos a captura das imagens, estas
foram repassadas ao Software Flir para a avaliacdo dos gradientes de temperatura nos
diferentes tempos.

5.10 AVALIACAO DA BIOQUIMICA RENAL E HEPATICA

O procedimento de coleta de sangue foi realizado no periodo da manhg, a fim de se
evitar variaces nos pardmetros. Inicialmente, o animal foi anestesiado com 2,2,2
tribromoetanol por via intraperitoneal no quadrante lateral inferior direito. Apds a anestesia

geral, cuja profundidade foi avaliada pela auséncia do reflexo podal, realizou-se a puncgéo
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cardiaca de acordo com Hoff (2000). O volume total de sangue coletado nos animais foi de
aproximadamente 1mL. Apds este procedimento os animais foram eutanasiados. A
verificacdo do obito dos animais foi realizada pela auséncia de sinais vitais como batimentos
cardiacos e movimentos respiratérios.

O sangue de cada animal foi colocado em microtubos graduados de 1,5mL,
previamente identificados e, posteriormente centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente para obtencdo do soro. Todas as analises bioquimicas foram validadas e
realizadas no Laboratério do Hospital Veterinario Dix Sept Rosado — UFERSA, por meio de
espectrofotometria, utilizando-se o analisador bioquimico semi-automéatico Bioplus-200. A
avaliacdo da funcdo renal e hepéatica foi determinada por meio da dosagem de ureia,

creatinina, ALT, AST e FAL, sendo utilizados kits comerciais.

5.11 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados relativos a morfologia do rim e tecido ovariano foram qualitativamente.

As médias da duracédo das fases do ciclo estral, da avaliacdo termogréafica e dos dados
bioquimicos foram comparadas por ANOVA seguido do teste de Tukey. Os dados de
desenvolvimento tecido transplantado e indu¢do hormonal foram trabalhados por meio de
porcentagem.

Todas as comparacdes foram realizadas em funcdo dos grupos experimentais com
nivel de probabilidade de 5%. Sendo utilizado para tal finalidade o BioEstat 5.0 e 0 Microsoft
Office Excel 14.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 TEMPO CIRURGICO

O tempo médio do procedimento cirurgico realizado foi de 17:59 minutos para 0s animais
BALB/c Nude e de 17:52 minutos para os C57BL6 SCID. Todo o procedimento consistiu da
realizacdo da ovariectomia bilateral, insercdo dos fragmentos sob a céapsula renal, diérese e
sutura dos planos cirdrgicos (Tabela 1). Segundo Liu et al. (2002), o transplante para a regiao
da capsula renal de camundongas foi realizado em aproximadamente 30 minutos. O tempo
médio do procedimento cirurgico do presente trabalho é menor que o observado nesta
investigacdo sob as mesmas circunstancias, demostrando que Xxenotransplante ovariano foi
exequivel. Para a execucdo de transplantes, quanto menor o tempo cirurgico de um

procedimento melhor, pois faré que o tecido doador sofra menos com a isquemia.

Tabela 1 — Média + desvio padrdo em minutos dos procedimentos cirdrgicos realizados em
camundongas submetidos ao xenotransplante ovariano.

Tempo percorrido durante os procedimentos (min)

M 01 M 02 M 03 M 04 M 05

BALB/c Nude 01:45+194 05:20+1,93 05:04+2,06 05:50+ 2,03 17:59 + 4,83
C57BL6 SCID 01:46+0,60 06:08+124  04:57+1,13  05:00+1,09 17:52 + 2,22

M 01: do inicio do procedimento cirdrgico até a retirada do ovério direito; M 02: tempo percorrido entre a
retirada do ovario direito e a retirada do ovério esquerdo; M 03: tempo médio da retirada do ovério esquerdo até
0 momento do implante de todos os fragmentos; M 04: tempo percorrido apds o implante até a diérese e sutura
dos planos cirtrgicos e M 05: tempo percorrido desde o inicio até o fim de todo o procedimento cirtrgico.

6.2 ANALISE MORFOLOGICA MACROSCOPICA

As camundongas BALB/c Nude possuem uma espessa camada adiposa em torno do
abdémen e entre as visceras, provavelmente para compensar as perdas de temperatura
corporal em funcdo da sua auséncia de pelos o que dificultou, parcialmente, 0 acesso aos
Orgdos de interesse. Ainda nessa linhagem, observou-se que 0s rins sdo proporcionalmente
maiores dos que os da linhagem C57BL6 SCID (Figura 3), o que poderia ser um fator
positivo para o procedimento de transplante se a capsula renal ndo fosse tdo aderida, fragil e
dificultasse assim a insercdo dos fragmentos ovarianos. Dessa maneira, apesar de
anatomicamente menor, as camundongas C57BL6 SCID proporcionaram uma técnica
cirurgica mais facil. Todos os animais apresentaram cicatrizacdo completa da pele e

musculatura cerca de cinco dias ap06s o procedimento cirargico.
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Figura 3 — Rim direito de camundongas BALB/c Nude e C57BL6 SCID. Acervo pessoal.

A escolha do local do transplante pode ter consequéncias diretas no que diz respeito a
viabilidade e revascularizacdo do tecido e posterior ativacao folicular ap6s o transplante, com
iss0, no presente estudo os fragmentos ovarianos foram transplantados sob a capsula renal de
camundongas BALB/c Nude e C57BL6 SCID devido sua vasta vascularizacdo. Hernandez-
Fonseca et al. (2004) demonstraram que os transplantes ovarianos de bovinos implantados sob
a cépsula renal de SCID macho produziu significativamente mais foliculos em crescimento do
que aqueles implantados no subcutdneo. Yang et al. (2006) observaram também, que a
recuperacdo do transplante realizado no subcutaneo (56-58%) foi menor do que quando
realizado na bursa ovarica (98-100%) e sob capsula renal (93-95%), corroborando assim com
o sitio escolhido para realizagdo desse projeto.

Durante a recuperacdo dos transplantes pode-se observar macroscopicamente a
vascularizagdo dos mesmos, constatando assim que houve 83% (n = 10/12) de
desenvolvimento do tecido transplantado nas fémeas C57BL6 SCID e 77% (n = 7/9) nas
BALB/c Nude (Figura 4).

A

realizacdo do xenotransplante em camundonga C57BL6 SCID. A: Seta indica o
desenvolvimento ovariano sob a capsula renal. B: Seta indica a vascularizacdo do tecido
xenotransplantado.
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O estado fisiologico das receptoras pode influenciar o transplante e/ou sobrevivéncia
folicular. Em alguns estudos de transplante ovariano, fémeas ovariectomizadas bilateralmente
foram as mais utilizadas devido suas concentracdes elevadas de gonadotrofinas apos a
ovariectomia, acreditando-se ser benéfico para a sobrevivéncia do transplante e o
desenvolvimento folicular (CANDY et al., 1995; GOSDEN et al., 1994; WOLVEKAMP et
al., 2001) porém, a resposta hormonal da receptora pode depender da espécie doadora e ainda
da idade da mesma (PARIS et al., 2004) pois, quanto mais velho o animal, menor a
quantidade de foliculos recrutados fisiologicamente. Razdo pela qual o presente estudo optou-
se por trabalhar com ovérios de novilhas e ndo de vacas, havendo com isso uma resposta
significativa das receptoras ao transplante, observando com isso, mais de 75% do

desenvolvimento dos fragmentos nas receptoras.

6.3 ANALISE MORFOLOGICA MICROSCOPICA

6.3.1 Avaliacéo do lavado vaginal

Iniciou-se o lavado vaginal, em ambas as linhagens, a fim de observar as diferentes
fases do ciclo estral (Figura 5). O lavado vaginal foi observado a fresco, sem coloracdo, sob
microscopia de luz em aumento de 20x para observacdo das caracteristicas celulares, de
acordo com o ciclo ovariano, tomando por base estudos publicados (COOPER et al., 1993;
SANTOS, 2002b).

Dos animais BALB/c Nude (n = 6/9) apresentaram ciclo estral completo e dos animais
C57BL6 SCID (n = 9/12). Nestes, foram observadas todas as fases estrais, todavia, mais
prolongadas quando comparadas aos animais controle. KANEKO et al. (2003) e KANEKO et
al. (2006) utilizaram da lavado vaginal como método auxiliar na deteccdo de células
cornificadas das receptoras para avaliar 0 momento certo para realizacdo do estimulacao
hormonal e tal método tem promovido resultados confiaveis.

Considerando-se o proestro como a primeira manifestacdo do ciclo estral, a taxa de
retorno a atividade ovariana variou de 83% (C57BL6 SCID) a 77% (BALB/c Nude),
ocorrendo o inicio desta atividade ap6s em média 19 + 9 dias do transplante nas fémeas
C57BL6 SCID e em 9 £ 3 dias nas fémeas BALB/c Nude, observando-se irregularidade no

ciclo estral de animais transplantados.



42

Figura 5 — Padrdo citologico do lavado vaginal de camundongas imunossuprimidas apos
xenotransplante. A: proestro — presenca de células epiteliais arredondadas e nucleadas (basais
e parabasais); B: estro — células queratinizadas em maior proporcdo; C: metaestro — reducéo
na quantidade de células queratinizadas, algumas células leucocitaria e surgimento de
algumas células epiteliais; D: diestro — pequena proporcdo de células epiteliais e
queratinizadas e grande quantidade de células leucocitérias. Fonte: acervo pessoal. Barra de
escala: 50 pum. Aumento de 20x.

Na duracdo das fases estrais da linhagem BALB/c Nude, ndo se observou diferenca
estatistica (p > 0,05). J& na linhagem C57BL6 SCID, a diferenga ocorreu no proestro, estro e
diestro. Quando comparadas as linhagens transplantadas, o estro foi a Unica fase que
apresentou diferenca, sendo a linhagem C57BL6 SCID aquela que permaneceu mais tempo
(Tabela 2). A provavel explicacdo para esse aumento, € que animais apos 0 xenotransplante
ovariano requerem um tempo maior para reabilitacio e revascularizagdo do tecido
transplantado, havendo com isso o retardo do eixo hipotaldamico-hipofisario-gonadal até
reconhecimento do novo tecido ali instalado.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo (horas) da duracdo das fases do primeiro ciclo estral dos
diferentes grupos experimentais.

Fases do ciclo estral

Grupos experimentals Proestro Estro Metaestro Diestro

BALB/c Nude _Controle 72 £0,95° 48 +0,98° 24 +0,79° 72+1,13°
Transplante 72 +129%*  48+127*®  18+0,00  96+1,38"

Controle 12 +£0,70° 96 + 1,87° 12 + 0,007 48 +1,23"
CS7BLOSCID  ronsplante 48+ 124 2644903 124000 72 +1.32%

Letras mindsculas indicam comparacdo dentro da linhagem. Letras maitsculas indicam comparagdo entre as
linhagens transplantadas.
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6.3.2 Morfologia dos foliculos pré-antrais e antrais

Foram observados foliculos em todas as fases de desenvolvimento e sem alteracdes
morfologicas nos transplantes recuperados (Figura 6), sendo observada presenca de foliculos
pré-antrais (primordial, primério e secundario) e foliculos antrais do tipo terciario.
Demonstrando assim, que ambas as linhagens e o sitio receptor escolhido, permitiram o
desenvolvimento folicular até a fase antral apds o transplante. Tais achados também foram
citados por D. Mattiske et al. (2002 - cangurus); Bosch et al. (2004 - gatas); Bezerra (2010 -
fetos bovinos). J& os foliculos atrésicos, quando observados, apresentaram degeneracdo dos
oocitos acompanhada por rompimento de camadas de células da granulosa e nucleos

picnéticos das mesmas.

Figura 6 — Fotomicrografia de ovario de novilha mestica com oito semanas apés o
xenotransplante ovariano em receptoras imunossuprimidas. A: foliculos primordiais (pp) com
uma unica camada de célula pavimentosa, 40x. B: foliculo primario (P) com uma Unica
camada de célula cuboide, regido renal do receptor (R), 40x. C: foliculo secundario (S) com
mais de duas camandas de células cuboides envolta do odcito, regido renal do receptor (R),
regido da capsula renal do receptor (RSC) contendo tecido conjuntivo, 10x; D: foliculo antal
(FA) e corpo lateo (CL). Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE). Barras de escala 100um.

Fonte: Acervo pessoal.
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6.3.3 Suprimento vascular para o tecido transplantado

Apds dois meses do xenotransplante, o fornecimento vascular oferecido pelo rim das
receptoras aos fragmentos do cortex ovariano das doadoras foi considerado morfologicamente
semelhante aquele existente no ovario in situ das doadoras, ocorrendo a neovascularizagdo em
80% dos animais transplantados da linhagem C57BL6 SCID e em 77% das BALB/c Nude,
sendo essas proporcdes as mesmas encontradas no retorno da atividade ovariana desses
animais. Observou-se histologicamente, vasos sanguineos nos transplantes recuperados
(Figura 7). A reperfusdo desempenha um papel importante na deplecdo dos foliculos durante
0s primeiros dias até uma semana apos o transplante (SOLEIMANI et al., 2011; YANG et al.,
2006). Durante esta fase, 0 oxigénio e os nutrientes do tecido circundante difundem-se para o
transplante, resgatando-o da isquemia e da hipoxia até a formacao de novos vasos sanguineos

no interior tanto do transplante como do tecido circundante, até que o processo de

revascularizacdo esteja totalmente completo (VAN EYCK et al., 2010).

Figura 7 — Fotomicrografia de vasos sanguineos observados no tecido ovariano bovino apos
xenotransplante. Semisetas apontam vasos sanguineos por todo o tecido; seta apontando
foliculo primordial e estrela amarela mostrando presenca de foliculo secundario no tecido.
TC: tecido conjuntivo; R: regido renal do receptor. Coloragdo: Tricrdmico de Masson (TM),
10X.
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Os foliculos primordiais possuem baixa taxa metabolica, sendo considerados mais
resistentes aos efeitos da diminui¢do de oxigénio do que os demais foliculos (KROHN, 1977).
Normalmente, os foliculos primordiais se desenvolvem sob condic¢Bes de hipdxia no cortex
ovariano, o que pode explicar a sua maior tolerancia em relagdo a isquemia associada ao
transplante (GOSDEN e BYATT-SMITH, 1986). Ainda assim, apds o transplante do tecido
ovariano, uma grande proporcdo da populacdo dos foliculos é perdida devido a privagdo de
oxigénio induzida por isquemia, estimando-se que até 50% dos foliculos primordiais perecam
logo apos o transplante (FELICIO et al., 1983; JONES e KROHN, 1960). Em camundongos,
o transplante é responsavel por aproximadamente 42% da perda de foliculos (LIU et al., 2002)
e esta perda também é observada em transplantes de animais de grande porte (BAIRD et al.,
1999). O processo de revascularizacdo do tecido apds transplante pode levar mais do que um
dia (NUGENT et al., 1997). No entanto, € provavel que a neovascularizacdo demore mais
tempo quando o doador for de humano ou bovino (VAN EYCK et al., 2009). O tempo de vida
do tecido cortical do ovario transplantado ainda ndo foi determinado de forma precisa.
Transplantes ovarianos podem permanecer funcionais por varios meses (BAIRD et al., 1999;
CANDY et al., 2000), até anos (OKTAY et al., 2003). Mas, levando em consideracdo o
fragmento transplantado ser normalmente pequeno (1-2mm?®) quando comparado ao tamanho
original do 6rgdo, o inicio do crescimento do foliculo primordial pode ocorrer rapidamente e a
funcionalidade do transplante ir se tornando limitada ao longo do tempo, pois, 0 esgotamento
dos foliculos primordiais ocorrera mais rapido (BOLS et al., 2010).

Outros trabalhos com xenotransplante ovariano também demonstraram vasos
sanguineos evidentes nos transplantes, indicando que a revascularizacdo tinha sido
estabelecida (BARROS et al., 2014; BEZERRA, 2010; BOSCH et al., 2004; MATTISKE et
al., 2002; SENBON et al., 2003).

6.4 INDUCAO HORMONAL

Sob condicdes fisiologicas, um feedback negativo entre a hipdfise e ovario regula a
secrecdo de gonadotrofinas, e, assim, o desenvolvimento do foliculo. Para estimular a
maturacdo de foliculos em crescimento nos tecidos xenotransplantados, seus animais
receptores sdo muitas vezes tratados com gonadotrofinas exdgenas. No presente experimento,
foram instituidos dois protocolos hormonais, um com administragdo de eCG e o0 outro de
FSH+LH. Pode-se observar que as fémeas C57BL6 SCID e BALB/c Nude apresentaram

desenvolvimento do tecido transplantado em 100% dos animais induzidos com FSH+LH e
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80% dos animais induzidos com eCG. Além disso, os animais C57BL6 SCID apresentaram
corpo hemorrégico em 48% (n = 6) dos seus transplantes, destes 71% foram induzidas por
FSH+LH e 29% por eCG (Figura 8). Ja as BALB/c Nude ndo apresentaram corpo
hemorragico. No quesito desenvolvimento folicular, as fémeas induzidas com eCG obtiveram
o melhor resultado quando comparadas entre os diferentes protocolos, sendo o protocolo de
escolha para indugdo hormonal para esta espécie doadora. O perfil hormonal do receptor pode
influenciar o resultado dos transplantes e para obtencéo de foliculos antrais, prontos para a
maturacao in vitro, sdo necessarias concentracfes adequadas de gonadotrofinas cujas fontes
podem ser enddgenas ou exdgenas. Com isso, acredita-se que deve ser estabelecido um
protocolo hormonal mais eficiente de modo a ndo observar a presenca do corpo hemorragico,
pois a intencdo da inducdo hormonal é conseguir odcitos viaveis para utilizacdo em outras
biotécnicas reprodutivas, principalmente para a producdo in vitro de embrides (PIVE).
Todavia, faz necessario salientar que como houve presenca de corpo hemorragico,
possivelmente, houve ativacdo folicular completa do tecido do doador, pois o corpo
hemorragico nada mais é que um foliculo que ovulou.

Oktay et al. (1998) injetaram FSH em camundongos SCID em dias alternados durante
as Ultimas 6 das 17 semanas ap6s 0 xenotransplante ovariano humano. No grupo controle ndo
tratado, os foliculos ndo avancaram além de foliculos secundérios, enquanto que no grupo
tratado com FSH, encontrou-se foliculos antrais. Da mesma forma, Senbon et al. (2005)
administraram gonadotrofina coriénica equina (eCG) 48 horas antes de eutanasiar um grupo
de camundongas SCID xenotransplantadas com foliculos secundarios de bovino, havendo
desenvolvimento dos foliculos ao ponto de seus odcitos atingirem tamanho adequado para
maturacdo. Varios outros estudos em outras espécies objetivando melhor desenvolvimento
ovariano em xenotransplantes também observaram que o tecido responde melhor apds
inducBes hormonais (wombat: CLEARY et al., 2003; gatas: BOSCH et al., 2004; suinos:
KANEKO et al., 2003; KANEKO et al., 2006; KANEKO et al., 2013). O que ainda néao foi
estabelecido é se o protocolo hormonal deve ter em vista o tecido doador ou o eixo

hipotalamico-hipofisario do (a) receptor (a).
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Figura 8 — Tecido ovariano bovino com presenca de corpo hemorragico (CH) apds
xenotransplante em camundongos C57BL6 SCID estimulados com uma associacdo de FSH e
LH. R - regido renal do receptor; pp - foliculo primordial; * - presenca de vascularizacdo em
todo o transplante e envolta do CH. Coloragéo: TM. Foto da esquerda - 10x. Foto da direita -
40x. Fonte: Acervo pessoal.

6.5 AVALIACAO DA TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA

No presente experimento, optou-se por fazer termografia, devido a esta promover a
medicdo da distribuicdo de temperatura e identificar alteracdes localizadas de mudanca de
fluxo na superficie cutdnea (RING, 1985). Os dérgdos internos por sua vez, ndo sdo envoltos
por um isolante térmico e prossegue sua fundamentacgdo pela terceira lei de Newton, em que a
temperatura € determinada basicamente pelo fluxo do sangue que perfunde o 6rgdo, uma vez
expostos ao ambiente (BRIOSCHI, 2000). Quando uma rede arterial em determinado 6rgdo é
suprida por sangue aquecido o seu padrdo anatbmico € claramente observado em imagens
térmicas deste 6rgdo (Figura 9) (SUMA, 2000).
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Figura 9 — Imagens de termografia infravermelha do xenotransplante do tecido cortical
ovariano sob a cépsula renal em camundongas C57BL6 SCID e BALB/c Nude. A e D: ovério
das doadoras (Spl: direito; Sp2: esquerdo); B e E: implante do tecido ovariano de novilhas
mesticas em camundongos imunossuprimidos BALB/c Nude e C57BL6 SCID
respectivamente (Spl: rim esquerdo); C e F: retirada do tecido ovariano ap6s 60 e 62 dias do
xenotransplante em BALB/c Nude e C57BL6 SCID respectivamente (Spl: rim esquerdo).
Fonte: Acervo Pessoal.

Embora o método de coleta e fragmentacdo aplicados aos ovarios antes do implante
mantenham o tecido ovariano com temperatura aproximada a do animal doador, a isquemia a
qual o tecido foi submetido torna a diferenca entre 0s momentos 1 e 2 / 1 e 3 dos BALB/c
Nude e C57BL6 SCID significante (Tabela 3). Todavia, devido ao tamanho reduzido do
fragmento e o alto nivel de reperfusdo da capsula renal, ndo foi observada diferenca estatistica
entre os momentos 2 a 3 das BALB/c Nude. Houve diferenca estatistica entre 0s momentos 2
e 3 dos C57BL6 SCID, sugerindo que esta linhagem, como o esperado, tivesse vantagens na
manutencdo de sua homeotermia, devido a presenca de pelos. Os resultados obtidos com o
presente trabalho mostram que a termografia infravermelha ndo permitiu a distingdo entre 0s
tecidos doador e receptor, possivelmente devido ao tamanho dos fragmentos (Imm?).
Contudo, esta técnica demonstrou ser efetiva no monitoramento da temperatura das receptoras
e nos sitios de transplante que permitiram o desenvolvimento dos tecidos nos animais de

ambas as linhagens sob temperaturas corporais significativamente diferentes.
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Tabela 3 — Temperatura (°C) de superficie do ovario integro e dos tecidos ovarianos
transplantados nos diferentes momentos experimentais.

Momentos BALB/c Nude C57BL6 SCID
M1 35,77 + 1,544 35,97 + 1,5
M2 29,09 + 2,92°4 27,95 + 2,044
M3 30,78 + 1,66° 32,79 +1,58°4

Letras minGsculas indicam comparacdo dentro da linhagem. Letras maitsculas indicam comparagdo entre as
linhagens. M1: momento de avaliacdo do ovario do doador minutos apds o abate; M2: momento de avaliagdo
logo ap6s o implante do tecido ovariano sob a capsula renal da receptora e M3: momento referido a retirada do
transplante ap6s 60 e 62 dias.

6.6 AVALIACAO DA BIOQUIMICA RENAL E HEPATICA

Testes bioquimicos que demonstrem o grau de comprometimento hepatico e renal
associado aos dados comportamentais permitem uma caracterizacdo do quadro clinico do
animal transplantado, avaliando com isso, se 0 xenotransplante ocasionou algum dano ao
receptor. Sendo assim, os dados deste estudo ndo apresentaram diferenca significativa quando
a comparagdo for entre linhagens do mesmo grupo experimental com o controle de seus
respectivos grupos, com excecdo da ureia (Tabela 4). Como a velocidade de excrecdo é
relativamente constante e a sua proporcao ndo é influenciada pelo metabolismo proteico ou
outros fatores externos, a concentracdo da creatinina € uma excelente medida para avaliar a
funcdo renal. As concentracfes de creatinina sdo mais sensiveis e especificas do que a medida
da concentracao de ureia plasmatica no estudo da velocidade e filtracdo glomerular reduzida.
Ainda em relacdo as concentracGes de creatinina, estas muitas vezes ndo ultrapassam 0s
limites de referéncia até que 50 — 70% da funcéo renal estejam comprometidas. Portanto,
teores dentro da faixa de referéncia ndo implicam necessariamente em funcdo renal normal
(EMANUELLI et al., 2008). Logo, a importancia de avaliar juntamente a funcdo hepética do
animal transplantado, sabendo-se com isso, o estado geral do animal e confirmando mais uma
vez, que o xenotransplante ovariano sob a cépsula renal de animais imunossuprimidos ndo

altera as condicdes fisioldgicas dos receptores.
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imunossuprimidas.

Valores

plasmaticos da funcéo

renal
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e hepatica de camundongas

Linhagens Grupos Pardmetros

g P UR (mg/dl) "CR (mgidl) ALT L) AST wL)  FAL (uL)

Controle  76+443° 030+008 113+650° 165+ 44,80° 183 + 45 14°

BALB/C | CONrole oo ) es 026+006° 11642457 150+27.56° 187+ 11,34°
NUDE transplante

FSH+LH 67+058° 030+0,00° 110+27.15° 166+ 6245 189 + 41 79"

ECG 62+252° 030+010° 117+4482° 157+5512° 185+29 69°

Controle  63+512° 035+006  79+954  175+3627° 186+ 842°

cs7BLe | COMWOle oo 38130 0324008 8341253 150+ 115° 177 +12.34°
SCID transplante

FSH+LH 57+740° 032+004° 82+416° 166+2967° 178+ 2542°

ECG 54+581° 032+011° 79+10,00° 1602768 181+ 2219°

Letras mindsculas indicam comparacao entre linhagens do mesmo grupo experimental. - Em ambas as linhagens
ndo apresentou diferenca significativa (p < 0,05). ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato
Aminotransferase; FAL: Fosfatase Alcalina.
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7. CONCLUSOES

A analise histoldgica permitiu o monitoramento da reperfusdo e desenvolvimento
folicular do transplante, demostrando ser um método eficaz para avaliar o xenotransplante
ovariano complementar ao lavado vaginal.

Novos protocolos hormonais devem ser testados em comparacdo ao eCG para a
obtencdo de odcitos aptos para fertilizacéo.

A termografia infravermelha ndo foi eficiente para distinguir o tecido receptor do
doador, devido o tamanho dos fragmentos e a possivel influéncia dos rins na emisséo de calor,
mas constitui um método de monitoramento do tecido doador pré-transplante, do proprio
receptor e de seus tecidos receptores para transplante.

Os animais C57BL6 SCID sdo mais indicados para procedimento do xenotransplante,
quando comparados aos BALB/c Nude, sendo necessarias mais compara¢fes quanto a
viabilidade dos tecidos transplantados em ambos modelos

O xenotransplante sob a capsula renal ndo compromete as fungdes renal e hepatica do

animal receptor, reafirmando a escolha acertada do sitio receptor.
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