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RESUMO - Xenotransplante ovariano é uma técnica reprodutiva auxiliar que permite a
conservacao do germoplasma de espécies de alto valor zootécnico ou em perigo de extingéo.
O wuso de gonadotrofinas exdgenas auxilia no desenvolvimento desses tecidos
xenotransplantados e na obtencdo de foliculos viaveis para producdo in vitro de embriGes
(PIVE), entretanto esse uso ndo foi relatado em xenotransplante de ovarios de gatas com
fémeas C57BL/6 SCID como receptora. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
resposta do xenotransplante ovariano de gata doméstica a gonadotrofina coribnica equina
(eCG) quando transplantados em fémeas C57BL/6 SCID. Para tanto, fragmentos de cortex
ovariano de gatas domésticas foram transplantados sob a capsula renal de quinze
camundongas C57BL/6 SCID apds ovariectomia bilateral. Ao final de 45 dias, as fémeas
foram divididas em dois grupos e aguelas que ndo receberam inducdo hormonal (eCG -)
foram eutanasiadas no momento da indugdo. As fémeas que receberam inducdo hormonal
(eCG +) foram eutanasiadas 48h apo6s. Todos os tecidos colhidos foram levados para
processamento histologico. As proporcBes entre os diferentes foliculos ovarianos foram
comparadas pelo teste de qui-quadrado. A analise morfométrica dos foliculos foi comparada
entre 0s grupos experimentais pelo teste de Tukey (foliculos primordial, primario e
secundario) e Kruskal-Wallis (foliculo antral). Macroscopicamente foi possivel observar um
baixo numero (16%) de foliculos antrais com mais de 1mm nos transplantes tratados com
eCG. Na analise microscopica, foliculos de todas as categorias foram observados nos
transplantes e todos apresentaram morfologia e morfometria normais para a espécie estudada
(Felis catus), sendo, porém observado foliculos primordiais e primarios maiores naqueles
transplantes eCG +. Houve uma reducdo nas porcentagens de foliculos primordiais e aumento
nas categorias subsequentes, principalmente nas de foliculos antrais do grupo eCG +, sendo
essa condicdo caracterizada como Follicular Right Shift (FRS). Foliculos luteinizados
também foram observados nos transplantes tratados com eCG. Dessa maneira, conclui-se que
0 tratamento com eCG foi eficaz em se tratando de desenvolvimento folicular, mas néo
apresentou boa resposta superovulatéria.

Palavras-Chave: xenotransplante, camundonga, eCG, gata, ovario.



XENOGRAFTING OF QUEENS OVARIAN TISSUE INTO C57BL/6 FEMALE SCID
MICE AND ITS RESPONSES TO EQUINE CHORIONIC GONADOTROPIN,
SANTOS, Fernanda Araujo dos. Xenografting of queens ovarian tissue into C57BL/6 female
scid mice and its responses to equine chorionic gonadotropin, 2015. 53f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal, Producao e Sanidade Animal) Programa de Pds Graduagdo em
Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

ABSTRACT - Ovarian xenografting is an auxiliary reproductive technique that allows the
conservation of germplasm of high value livestock or endangered species. The use of
exogenous gonadotropins assists in developing these xenografted tissues and obtaining viable
follicles for in vitro embryo production (IVEP), however this use has not been reported in
xenograftings of cats ovaries with C57BL/6 SCID female mice as recipients. Thus, the aim of
this study was to evaluate the response of xenografting of domestic cat ovaries to equine
chorionic gonadotropin (eCG) when grafted into C57BL/6 SCID female mice. Therefore,
domestic cats ovarian cortex fragments were grafted under the kidney capsule of fifteen
C57BL/6 SCID mice after bilateral ovariectomy. At the end of 45 days, the female mice were
divided into two groups and those who did not receive hormone induction (eCG —) were
euthanized at the time of induction. Females who received hormonal induction (eCG +) were
euthanized after 48 hours. All collected tissues were taken for histologic processing. The
proportions between the different ovarian follicles were compared by the chi-square test. The
morphometric analysis of the follicles were compared between the experimental groups by the
Tukey test (primordial follicles, primary and secondary) and Kruskal-Wallis (antral follicles).
Macroscopically, it was possible to observe a low number (16%) of antral follicles with more
than 1mm in transplants treated with eCG. In the microscopic analysis, follicles from all
categories were observed in transplants and all had normal morphology and morphometry for
the studied species (Felis catus), being however observed larger primordial and primary
follicles in those eCG + transplants. There was a decrease in primordial follicles percentages
and an increase in subsequent categories, mainly in antral follicles of eCG + group, and this
condition is proposed here characterized as Follicular Right Shift (FRS). Luteinized follicles
were also observed in transplants treated with eCG. Thus, it is concluded that the treatment
with eCG is effective when it comes to follicular development, but it did not show a good
superovulatory response.

Keywords: xenografting, female mice, eCG, queen, ovary.
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1. INTRODUCAO

O gato doméstico (Felis catus) é um modelo importante para a pesquisa em felinos
que estdo em risco de extingcdo, assim como para o estudo de disfuncdes genéticas, doencas
infecciosas, infertilidade em seres humanos (PUKAZHENTHI et al., 2000) e da dindmica
folicular (BRISTOL; WOODRUFF, 2004). Ele é o Unico entre as 37 espécies de felinos que
existem na natureza que ndo esta sofrendo algum tipo de ameaca ou risco de extin¢ao (IUCN,
2015). Dentre as ameacas existentes a estas espécies, uma das que mais contribui com a morte
de felinos silvestres é a construcdo de rodovias em &reas de protecdo ambiental e sua
influéncia na destruicdo do habitat natural (ROEDENBECK, 2007). Estas situagdes
acidentais e o0 ndo aproveitamento das gbnadas para pesquisas causam prejuizos ambientais e
cientificos incalculaveis.

Na tentativa de conservacdo desse germoplasma e evitar a extincao total das espécies,
técnicas de reproducdo animal assistida podem ser aplicadas. Dentre elas pode-se destacar a
inseminacdo artificial, fertilizacdo in vitro, transferéncia de embrides, criopreservacdao de
gametas e embrides, bem como, o xenotransplante de tecidos gonadais (HOSSEINI et al.,
2014; LERMEN et al., 2009).

O xenotransplante ovariano foi descrito na década de 70 (KROHN, 1977) e consiste
no cultivo de tecido ovariano em outra espécie receptora. Essa técnica associada ao uso de
animais imunodeficientes, possibilita o desenvolvimento de foliculos pré-antrais até um
estddio em que possam ser maturados e posteriormente encaminhados para realizacdo de
fertilizag&o in vitro (HOSSEINI et al., 2014).

A utilizacdo de protocolos hormonais é importante para varias biotécnicas
reprodutivas, pois permite a obtengdo de foliculos com od6citos vidveis para producéo in vitro
ou in vivo de embriBes. Dentre os hormdnios exdgenos utilizados, a gonadotrofina coriénica
equina (eCG) apresenta atividade dual semelhante ao horménio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH), pois possui a capacidade de se ligar aos receptores desses
hormdnios nos foliculos e no corpo luteo (BARRET et al., 2004). Devido sua agdo dual e
meia vida longa, tem sido utilizada em protocolos para superovulacdo em felinos
(VILLAVERDE, 2005).

Em relagdo ao transplante ovariano de gatas domeésticas, foram realizados estudos com
autotransplante (CRESTANA et al., 2006; LEONEL, 2013) e de xenotransplantes utilizando
diferentes receptores e protocolos de indu¢do hormonal. Em 1994, Gosden et al. utilizaram

camundongas SCID como receptoras e nenhuma adicdo de protocolo hormonal.
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Posteriomente, Bosch et al. (2004) utilizaram camundongos machos NOD SCID aplicando
uma associacdo de eCG e hCG (gonadotrofina coridnica humana) e Fassbender et al. (2007)
realizaram transplantes em ratas NUDE utilizando eCG e pFSH (FSH suino) em seu
protocolo hormonal. Com essas metodologias, foram obtidos diferentes resultados em relacéo
ao efeito dos hormonios utilizados.

Considerando os poucos relatos, uma importante lacuna deve ser preenchida no
tocante a resposta de camundongas imunodeficientes SCID ao uso do eCG, neste sentido, 0
presente estudo visa avaliar o desenvolvimento de tecidos ovarianos xenotransplantados de

felinos domésticos para capsula renal de camundongas C57BL/6 SCID e sua resposta ao eCG.
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2. HIPOTESES

a) O xenotransplante do tecido ovariano felino sob a capsula renal de
camundongas imunodeficientes da linhagem C57BL/6 SCID permitira o desenvolvimento do
tecido doador;

b) Uso de eCG trara resultados positivos, incluindo melhor desenvolvimento de
foliculos pré-antrais, maior proporcao de foliculos antrais e grande numero de foliculos

viaveis a producao in vitro de embriGes.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desenvolvimento de tecidos ovarianos xenotransplantados de felinos
domeésticos para capsula renal de camundongas C57BL/6 SCID e o efeito do protocolo

hormonal utilizando gonadotrofina coribnica equina.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Inferir sobre o desenvolvimento do tecido transplantado por citologia vaginal;

b) Quantificar e observar histologicamente a interacéo entre tecidos doador e receptor;

C) Comparar a proporcao e morfometria folicular entre os grupos preconizados;

d) Estudar a funcdo renal e hepética das receptoras através da andlise da bioquimica

plasmatica.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1.  XENOTRANSPLANTES DE OVARIOS FELINOS

Transplantar consiste em transferir o 6rgdo ou tecido funcional de um individuo para
outro ou para ele mesmo. Os transplantes sdo classificados, de acordo com a espécie
receptora, como: auto (transplante no mesmo individuo), iso (transplante em individuos
geneticamente idénticos), alo (transplante para outro individuo da mesma espécie) ou
xenotransplante (transplante entre espécies diferentes); e, segundo suas localiza¢fes, sdo
classificados em ortotdpico ou heterotopico, sendo proximos ou distantes da localizacao
anatdmica original, respectivamente (KROHN, 1977).

O transplante de tecido ovariano possui algumas indicacdes, entre as quais estdo a
restauracdo da fertilidade de mulheres e criangas que passaram por perda de funcdo dos
ovarios resultante de tratamentos quimioterapicos contra o cancer (DEMEESTERE et al.,
2009) e preservacdo da diversidade genética tdo necessaria a conservacdo de animais
ameacados de extingdo (DEMIRCI et al., 2003).

O conceito de xenotransplante ovariano remonta do final do século XIX e foi
inicialmente aceito com reservas pela comunidade cientifica da época em funcdo do
desconhecimento das bases imunoldgicas necessarias para os transplantes entre espécies
(CUPERSCHMID; CAMPQS, 2007) e de animais apropriados para tal finalidade. Com o
advento das linhagens geneticamente modificadas e uso de animais imunodeficientes, surgiu
uma nova possibilidade de obtencdo de foliculos com od6citos de tamanho apropriado para
posterior maturacgéo in vitro (AUBARD, 2003) fazendo com que o xenotransplante se tornasse
um dos caminhos possiveis para a producao in vitro de embrides (PIVE).

O xenotransplante promove ainda a possibilidade de serem cultivados, em outra
especie receptora, foliculos ovarianos provenientes de fémeas de alto mérito zootécnico com
infertilidade adquirida ou ap6s sua morte, podendo também ser empregado na conservacgéo de
germoplasma em espécies silvestres e racas de animais domesticos em vias de extin¢do, com
ou sem morte acidental (DEMIRCI et al., 2003). Os principais resultados com esta técnica em
animais silvestres foram apresentados em saguis (CANDY et al.,, 1995), elefantes
(GUNASENA et al., 1998), marsupiais (WOLVEKAMP et al., 2001) e leoa (WIEDEMANN
et al., 2012) com crescimento de foliculos pré-antrais (FOPA) até o estadio antral.

O numero de estudos com xenotransplante de tecido ovariano de origem felina é muito

reduzido e sdo restritos ao Reino Unido, Berlim, Estados Unidos e Copenhague. Gosden et al.
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(1994) observaram, ao transplantar fragmentos frescos de cortex ovariano de gatas domeésticas
sob a céapsula renal de camundongas SCID, desenvolvimento de foliculos ovarianos até o
estadio antral. Resultados semelhantes foram obtidos por Bosch et al. (2004) que utilizaram
camundongos NOD SCID como hospedeiros e criopreservaram os fragmentos antes de
transplantar e Fassbender et al. (2007) que tiveram ratas NUDE como hospedeiras e fizeram
acompanhamento ultrassonogréafico para observar o desenvolvimento dos fragmentos e
decidir qual o melhor momento de retirada dos mesmos. Além disso, ambos 0s autores
utilizaram protocolo hormonal.

Em relagdo a felinos selvagens, realizou-se xenotransplante de fragmentos ovarianos
de leoa no subcutaneo da regido dorsal de uma camundonga NUDE. Ap0s criopreservacao
dos fragmentos realizada antes do xenotransplante e sob auséncia de protocolo hormonal
observou-se a sobrevivéncia e crescimento dos foliculos ovarianos, indicando que o
xenotransplante é uma técnica de reproducdo assistida indicada para conservacdo de gametas
de felideos (WIEDEMANN et al., 2012).

As metodologias utilizadas diferem entre os trabalhos, seja em relacdo a receptora
utilizada, a realizacdo ou nédo de inducdo hormonal ou mesmo a espécie felina estudada, dessa
maneira, sdo necessarios mais estudos para fechar as lacunas a respeito dessa técnica para

felinos e obter melhores resultados, incluindo embrides.

4.2.  INDUCAO HORMONAL

Indugdo hormonal é um passo importante utilizado em varias biotécnicas reprodutivas
com o intuito de obter foliculos viaveis para producdo in vitro ou in vivo de embrides. No
xenotransplante ovariano nao seria diferente. H& varios estudos que demonstram
desenvolvimento de cortex ovariano com obtencdo de foliculos antrais sem estimulacéo
hormonal (CANDY et al., 1995; GOSDEN et al., 1994; GUNASENA et al., 1988;
WOLVEKAMP et al., 2001), mas ja foi constatado que o uso de gonadotrofinas exogenas traz
resultados positivos pra essa técnica (MALTARIS et al.,, 2006; YANG et al., 2006),
dependendo apenas do estabelecimento do melhor protocolo a ser utilizado.

A gonadotrofina coribnica equina (eCG) é produzida por fémeas equinas entre os dias
40 e 120 da gestacdo (ALLEN; MOOR, 1972). Possui uma meia-vida longa de até 3 dias e
tem a capacidade de se ligar aos receptores de hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH) dos foliculos e aos receptores de LH no corpo ldteo, apresentando

entdo atividade semelhante a do hormonio foliculo estimulante (80%) e horménio luteinizante
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(20%) (BARRET et al., 2004). Devido sua agdo dual e meia vida longa, o eCG pode ser
utilizado em dose Unica em protocolos para superovulacdo em felinos (VILLAVERDE,
2005).

A administracdo de 100 Ul de eCG seguido de 50 Ul de gonadotrofina coridnica
humana (hCG) em gatas no anestro produz bons resultados comparados até a reproducdo
natural, contudo, administracdo diaria de eCG resulta em gestagdes malsucedidas e menor
taxa de sobrevivéncia dos filhotes ao desmame (CLINE et al., 1980). Altas dosagens dessa
gonadotrofina sdo prejudiciais aos ovarios felinos, causando hiperestimulacdo ovariana e
producdo de foliculos cisticos com alteracdo do perfil hormonal (CLINE et al., 1980;
COLBY, 1970; WILDT et al., 1978). Em contrapartida, quando utilizada nas doses
adequadas, as gatas apresentam caracteristicas funcionais da fase litea bem proximas ao
fisioldgico para esta espécie, principalmente se tratando dos niveis hormonais séricos (POPE,
2000).

A utilizacdo de gonadotrofinas exd6genas em tecido ovariano de gata
xenotransplantado tem por objetivo auxiliar no desenvolvimento dos foliculos ovarianos e
aumentar a taxa de recuperacdo de foliculos antrais, porém, os resultados obtidos com o uso
do eCG ainda séo conflituosos, pois a dose adequada para tal fim ainda n&o foi estipulada, ndo
se sabe ao certo como o tecido transplantado responde a gonadotrofina exdgena (BOSCH et
al., 2004; FASSBENDER et al., 2007) bem como se a inducdo hormonal deve esta
relacionada com a doadora ou a receptora do tecido xenotransplantado. Dessa maneira, mais

estudos devem ser realizados para dirimir tais duvidas.

4.3. ANIMAIS UTILIZADOS NO XENOTRANSPLANTE OVARIANO

4.3.1. Receptoras — Camundongos C57BL/6 SCID

O camundongo pertence a classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae, género
Mus, espécie Mus musculus e tem acompanhado o homem ha milénios, sendo descrito até em
citagdes biblicas (CHORILLI et al., 2007). Sdo animais de pequeno porte, facil manuseio,
proliferos, de periodo gestacional curto (em torno de 21 dias) e com caracteristicas genéticas
bem definidas, desse modo sdo muito utilizados como modelos experimentais (SANTOS,
2002).

Com o advento de novas pesquisas, principalmente relacionadas a transplantes e

canceres, um modelo animal imunodeficiente foi requisitado, surgindo entdo os roedores com
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essa caracteristica. Esses animais permitem a realizacdo de xenotransplantes, pois reduzem
consideravelmente as chances de rejeicdo dos tecidos e estdo sendo utilizados largamente em
experimentos com Xxenotransplante de gbnadas. Dentre as espécies, ratas NUDE e
camundongos NUDE e SCID tém sido bastante utilizados para realizacdo de xenotransplante
ovariano (AERTS et al., 2010; BOSCH et al., 2004; FASSBENDER et al., 2007,
WIEDEMANN et al., 2012).

Camundongos C57BL/6 SCID (do inglés Severe Combined Imunno Deficiency)
possuem um gene autossdmico mutante no cromossomo 16 que induz a formacédo de células
precursoras do sistema linfoide defeituosas. Como resultado, eles apresentam uma
imunodeficiéncia severamente combinada, com baixos niveis ou auséncia de imunoglobulinas
do tipo IgA, IgM ou IgG, reducdo do tamanho dos 6rgaos linfoides em até 10 vezes, auséncia
de linfocitos T e B e as células esplénicas ndo conseguem produzi-los; dessa maneira,
raramente rejeitam transplantes. Sua mutacdo aconteceu a partir da linhagem CB-17
(ANDRADE et al., 2002; BOSMA et al., 1983; FULOP; PHILLIPS, 1990).

Esses animais podem sobreviver por 1 ano ou mais se forem mantidos em condi¢6es
germfree, que se resume em manté-los em ambientes totalmente estéreis, desde a gaiola até
alimentacdo e agua. Para reproduzi-los, sdo utilizados machos scid/scid x fémeas scid/scid,
sendo obtidas ninhadas com todos os animais imunodeficientes (ANDRADE et al., 2002).

4.3.2. Doadoras — Gatas domeésticas (Felis catus)

Biotécnicas reprodutivas sdo uma importante ferramenta para a preservacdo das
espécies felinas, principalmente, para a criacdo de um banco de germoplasma, que visa 0
armazenamento de materiais biolégicos e envolve a congelacdo de gametas e embrides
(LEONEL, 2014). Nesse contexto, 0 gato doméstico torna-se um importante modelo
experimental para todas as 37 espécies de felinos selvagens ameacadas de extin¢do (IUNC,
2015). Fatores como problemas comportamentais, fisicos, de distancia entre os reprodutores e
destruicdo do habitat natural tem induzido a maior procura por biotécnicas reprodutivas
nessas especies. As gatas domésticas apresentam caracteristicas peculiares em sua fisiologia
reprodutiva, que devem ser compreendidas antes da aplicacdo de biotécnicas como
inseminacdo artificial, transferéncia de embrido, fertilizacdo in vitro, xenotransplante
ovariano, entre outras, nas espécies de felinos em ameaca de extingéo.

A gata é classificada como poliéstrica sazonal, fotoperiodica positiva, j& que

desenvolve varios ciclos estrais por ano nos periodos de primavera e verdo, reduzindo a
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quantidade durante o outono e inverno, em regides de clima temperado. Entretanto, sdo
poliéstricas continuas em regifes tropicais, onde ndo ha definicdo das estacbes do ano e,
consequentemente, a quantidade de horas de luz por dia ndo se altera entre as estacdes. Além
do fator circadiano, o ciclo estral felino também pode ser influenciado pelo ambiente social do
individuo (MICHEL, 1993).

Nos animais fotoperiddicos, a incidéncia luminosa nos fotorreceptores da retina gera
impulsos que sdo enviados a glandula pineal que posteriormente converte essas informagdes
neurais recebidas em liberacdo de melatonina (HAFEZ; HAFEZ, 2004). A secrecdo de
melatonina é inversamente proporcional a incidéncia de luz. Nos felinos, a melatonina é um
hormdnio anti-gonadotrofico. Desta maneira, em periodos com alto nimero de horas luz por
dia, havera baixas concentracdes séricas de melatonina, induzindo a secrecdo de hormdénio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo. Este induz a secrecdo ciclica de
hormonio foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) pela hipofise (MIALOT,
1988). O FSH é responsavel pelo crescimento folicular final. Quando um ou mais foliculos
ovarianos encontram-se em crescimento final, ocorre uma secrecdo profusa de estradiol que
causa modificagdes no comportamento reprodutivo das gatas, que a partir dai vao manifestar
sinais de estro. Essa elevacdo do estradiol é importante para sensibilizar o eixo hipotdlamo-
hipofise para o pico de LH induzido pelo coito (FARSTAD, 2000). Apbs a ovulagdo, as
concentracdes de estradiol retornam aos niveis basais dentro de 5 dias.

Ndo se sabe ao certo até onde todas essas peculiaridades reprodutivas da gata
(fotoperiddica positiva, ovulacdo induzida) vdo influenciar no xenotransplante. Sao

necessarios mais estudos para elucidar todos os questionamentos.

4.4. FORMAS DE AVALIACAO DO XENOTRANSPLANTE OVARIANO

Apos a realizagdo do cultivo de foliculos, seja in vivo ou in vitro, é necessaria uma
avaliagdo para garantir que a técnica foi bem sucedida. Existem formas que avaliam o tecido
transplantado em si, como por exemplo, avaliagdo histologica por microscopia Optica,
eletrbnica de transmissdo ou por fluorescéncia, biologia molecular e imunohistoquimica; até
as formas indiretas de avaliacdo, como ultrassonografia, citologia vaginal, avaliacdo hormonal
(FASSBENDER et al., 2007; KIM et al., 2002; VAN EYCK et al., 2010) e bioguimica sérica
renal e hepatica que permitem avaliar as fung¢Ges do tecido receptor bem como a salde geral
do animal. A seguir, serdo abordadas apenas as técnicas empregadas nesse estudo.
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4.4.1. Lavado vaginal

O sistema reprodutor feminino passa por alteracGes ciclicas periodicamente se
manifestando de forma macro e microscopica (MENDONCA et al., 2007). Essas alteragdes
sdo reguladas pelo eixo hipotalamo-hipofise-ovério (por meio de mecanismos enddcrinos e
neuroenddcrinos), a partir do momento em que o hipotalamo sintetiza GnRH (hormonio
liberador de gonadotrofinas) que induz a producdo e liberacdo de FSH (hormdnio foliculo
estimulante) e LH (hormonio luteinizante) pela hipofise, que consequentemente vao agir nos
foliculos ovarianos induzindo a producgéo de horménios, entre eles o estradiol (RICHARDS et
al., 2002).

A determinacéo do ciclo estral é valiosa em pesquisas, pois informa o status hormonal
em que a fémea se encontra, reduzindo assim erros metodoldgicos e permitindo a obtencao de
grupos mais homogéneos, caso seja 0 objetivo do experimento (VILELA et al., 2007). O
lavado vaginal permite observar e caracterizar facilmente mudangas observadas durante esse
ciclo estral (BYERS et al., 2012; VILELA et al., 2007).

O ciclo estral das camundongas é dividido em 4 fases: proestro, estro, metaestro e
diestro, que se repetem a cada 4 ou 5 dias se ndo ocorrer gestacdo, pseudociese ou anestro
(BYERS et al., 2012). O estrogeno produzido nos ovarios pelos foliculos é responsavel por
alterar os tipos celulares encontrados no canal vaginal, entdo, em cada fase do ciclo, serdo
encontrados tipos diferentes (NELSON et al., 1982). O proestro é caracterizado pela fase
folicular e apresenta células nucleadas na avaliacao citolégica; no estro ocorre a ovulacdo e €
possivel observar células de descamacdo/queratinizadas no lavado vaginal. No metaestro se
inicia a fase luteinica e ha presenca de todos os tipos celulares ditos anteriormente com
acréscimo de leucdcitos, sendo que todas as células se encontram em menores concentracdes.
No diestro, o tipo celular predominante é o leucdcito, encontrado em grandes concentragdes e
associado a presenca de muco (ANDRADE et al., 2002).

Logo apos o transplante espera-se um anestro inicial nas fémeas, caracterizado por
baixas concentragdes de leucdcitos no lavado vaginal. Com o decorrer do tempo e a interagdo
adequada dos fragmentos ovarianos transplantados com o sitio receptor, as fémeas iniciardo
um novo ciclo estral e sera possivel observar mudancas na celularidade dessas fémeas a partir
do lavado vaginal. A partir disso, informag6es importantes para o experimento serdo obtidas,
como por exemplo: tempo e taxa de retorno ao ciclo apds o procedimento cirdrgico; presenca

ou auséncia de ciclo estral completo, bem como, duragéo desse ciclo.
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4.4.2. Histologia classica

Histologia é o ramo da anatomia que estuda os tecidos do corpo e a forma como eles
se organizam para formar 6rgaos, bem como suas fun¢des (GARTNER, 2011; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). No xenotransplante ovariano, a histologia bésica a partir da microscopia
Optica permite avaliar a integridade dos tecidos (ovariano e renal), condicdo da
vascularizagcdo, a qualidade dos foliculos ovarianos e realizar classificacdo folicular e
morfometria, possibilitando avaliar se a técnica foi bem sucedida.

O protocolo histolégico que utiliza hematoxilina e eosina (HE) como coloracdo tem
sido utilizado de forma rotineira para avaliagdo de tecido ovariano xenotransplantado,
podendo ser aplicado para foliculos inclusos no fragmento ovariano ou foliculos isolados,
com avaliacOes satisfatdrias em ambos os casos (AERTS et al., 2010; BOSCH et al., 2004;
FASSBENDER et al., 2007; WIEDEMANN et al., 2012).

A hematoxilina é uma base que cora em azul/lilas os componentes acidos da célula,
como por exemplo, o nacleo e as regibes do citoplasma ricas em ribossomos, pois possuem
acidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA). Ja a eosina é um acido que cora em
rosa 0s componentes basicos das células, como por exemplo, o citoplasma das células
(GARTNER, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Com essa coloracdo é possivel entdo

observar todos os componentes celulares do fragmento ovariano.

4.4.3. Bioquimica Renal e Hepética

A determinacdo dos parametros bioquimicos vem sendo bastante utilizada em
Medicina Veterinaria e fornece informag6es individuais ou de um conjunto de animais com
relacdo ao estado clinico geral, balango nutricional, situacdes deficitarias, monitoragdes de
tratamentos, prognostico (GONZALEZ et al., 2001) e alteracdes funcionais dos Orgaos
(ALMEIDA et al., 2008). Avaliando as fungdes hepatica, pancreatica, renal e cardiaca, séo
evidenciadas alteracBes dos equilibrios hidrico, eletrolitico e mineral e também do
metabolismo enddcrino e atividade muscular (BERGONSO, 2007).

Na pratica clinica os exames mais solicitados sdo de funcdo hepética e renal
(BERGONSO, 2007) e nesse projeto as avaliagbes ndo seriam diferentes, dessa maneira
foram avaliados ureia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e fosfatase alcalina (FAL) para investigar se 0 xenotransplante ovariano ndo causou

dano ao rim (sitio receptor) ou figado (local de metabolizacao).
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Os exames laboratoriais que avaliam a funcdo renal normalmente estimam a taxa de
filtragdo glomerular (TFG) (SODRE et al., 2007), definida como o volume plasmético de uma
substancia que pode ser completamente filtrada pelos rins em uma determinada unidade de
tempo (RENNO et al., 2000). A TFG é uma das mais importantes ferramentas na analise da
funcdo renal, sendo também um indicador do nimero de néfrons funcionais (SODRE et al.,
2007).

A ureia é o principal metabolito nitrogenado proveniente da degradacdo de proteinas
pelo organismo, sendo 90% excretada pelos rins. O restante é eliminado pelo trato
gastrintestinal e pela pele. Apds a lise das proteinas em aminoacidos, a biossintese da ureia
ocorre em processo hepatico intracelular, no qual o nitrogénio contido no aminoacido é
convertido em ureia por um ciclo enzimético. Apesar de ser filtrada livremente pelo
glomérulo, ndo ser reabsorvida nem secretada ativamente, a ureia € uma fraca referéncia da
TFG. A principal utilidade clinica da ureia esta na determina¢do em conjunto com a creatinina
(SODRE et al., 2007).

A creatinina é um produto nitrogenado ndo-proteico, resultante do fosfato de
creatinina, existente principalmente nos musculos (esquelético e cardiaco), e em menor
quantidade no figado e rins (RESTEL, 2012). Dessa maneira, a quantidade de creatinina
produzida é dependente da massa muscular e ndo apresenta grandes variacdes diarias. A
creatinina é filtrada livremente no glomérulo. Ao contrério da ureia, a creatinina é secretada
em uma pequena parcela, mas o suficiente para estimar a TFG. Seu aumento ocorre em todas
as doencas renais que causam reducdo na TFG. Para melhor avaliacdo da reversibilidade da
lesdo glomerular é necessario que faca um paralelo com a quantidade de ureia sérica
(RESTEL, 2012; SODRE et al., 2007).

Para avaliacdo hepatica, testes de enzimas sericas com ALT, AST e FAL podem ser
realizados. O aumento dessas enzimas pode ser ocasionado por lesdo celular extensa,
proliferacdo celular, aumento na renovacdo celular, aumento na sintese enzimatica ou
obstrucéo de ductos; em todos 0s casos, a atividade fisiologica normal do 6rgéo esta alterada.
A andlise individual dessas enzimas ndo fornecerd informacGes consistentes para avaliagdo
hepética, pois elas podem ser encontradas em diferentes tecidos no organismo, mas a analise
simultanea pode indicar qual o provavel local da lesdo (MOTTA, 2000).

A fosfatase alcalina estd amplamente distribuida nos tecidos, principalmente na
mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tubulos renais, bago, 0ssos (osteoblastos) e
placenta (BERGONSO, 2007). No figado, esta localizada na membrana celular que une a
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borda sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos biliares e seu aumento pode ser
observado nos casos de obstrucdo intra-hepatica (MOTTA, 2000).

As enzimas AST e ALT catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino de um
aminoacido para o a-cetoglutarato, formando cetodcido e acido glutdmico. Elas estdo
amplamente distribuidas nos tecidos. As atividades mais elevadas de AST encontram-se no
miocérdio, figado, musculo esquelético, com pequenas quantidades nos rins, pancreas, baco,
cérebro, pulmdes e eritrocitos. A ALT é encontrada abundantemente no figado, em
quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades no coracdo e na musculatura
esquelética (SCHUMANN et al., 2002). Lesdes ou destruicdo das células hepaticas liberam
estas enzimas para a circulacdo. A ALT esta presente no citoplasma do hepatdcito, enquanto
80% da AST na mitocondria. Em dano hepatocelular leve a forma predominante no soro é
citoplasmatica, enquanto em lesbes graves ha liberacdo da AST, elevando a relacdo entre
essas enzimas. Esta diferenca tem auxiliado no diagndstico e prognéstico de doengas
hepéaticas (MOTTA, 2000).
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5. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendac¢des 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 (UFERSA) sob os
nameros de protocolo 23091.000971/2014-97 e 23091.003217/2014-17.

5.1. SELECAO DAS DOADORAS E PROCESSAMENTO DOS OVARIOS
DESTINADOS AO TRANSPLANTE

Foram coletados de cinco gatas domésticas sem padrao racial definido com idade entre
1 ano e 2,5 anos ovarios sem patologias macroscopicas. As gatas fizeram parte de projetos de
castracdo que ocorreram na UFERSA.

A colheita ocorreu imediatamente apds a ovariossalpingohisterectomia. Os ovarios
foram lavados em solucdo fisioldgica a 0,9%, inseridos em tubos conicos estéreis (50 mL),
identificados de acordo com a idade da doadora e transportados em solucgéo fisioldgica a 0,9%
acrescida de antibiotico (100 ug/mL de penicilina). Dessa forma, os ovarios foram
transportados e mantidos a 37°C até o momento do procedimento cirurgico (o tempo entre 0
transporte e o procedimento cirargico ndo ultrapassou 4h).

No momento do procedimento cirurgico, o tecido ovariano foi dissecado para retirada
de foliculos visiveis e corpo liteo. Posteriormente, o tecido cortical ovariano esquerdo foi
delicadamente manipulado com auxilio de pincas e laminas de bisturi, obtendo-se no minimo
20 fragmentos de aproximadamente 1 mm? selecionados sob estereomicroscépio. Em seguida,
foram acondicionados em 2 mL de meio TALP-HEPES até o momento do transplante.

Os ovarios direitos e fragmentos dos ovarios esquerdos foram submetidos a

processamento histologico de rotina (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema de distribuigdo dos ovérios doadores.

5.2. ANIMAIS RECEPTORES E MANEJO EXPERIMENTAL

Trinta camundongas imunodeficientes da linhagem C57BL/6 SCID, em maturidade
sexual (60 dias de idade) foram utilizadas no experimento, sendo 15 fémeas para o grupo
controle (citologia vaginal) e 15 fémeas para os grupos transplantados. Todas as fémeas foram
submetidas a lavado vaginal prévio ao inicio do experimento para comprovar que 0 €ixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal estava responsivo. Aquelas que ndo apresentaram essa
responsividade foram trocadas por animais que a apresentaram.

Todas as camundongas foram obtidas ap0s cruzamentos realizados no Laboratério de
Transplantes Gonadais e Producéo In Vitro de Embrides (LTG-PIVE). As matrizes utilizadas
para a replicacdo da colonia foram provenientes do Biotério da Fundagdo de Apoio da
Universidade de S&o Paulo — FUSP.

Todos os animais foram mantidos em estantes com mini-isoladores de pressao positiva
a 22°C com fotoperiodo de 14:10 (luz:escuriddo), alimentados ad libitum com racdo
autoclavavel, agua filtrada e sementes de girassol, sendo todos o0s itens autoclavados 24h antes
da oferta aos mesmos. Também foram autoclavados semanal e individualmente, os mini-
isoladores, contendo a maravalha e os bebedouros. Os procedimentos de manutencao (troca
do mini-isolador, alimento, girassol e 4gua) e manejo geral dos animais foram realizados

semanalmente em fluxo laminar. Adicionalmente, os animais foram inspecionados
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diariamente quanto a possiveis alteracfes de comportamento ou sanidade. Todos 0s outros
procedimentos realizados que necessitavam de manipulacéo direta dos animais também foram

realizados no fluxo laminar.

5.3. CIRURGIA

Todas as camundongas que seriam submetidas aos procedimentos cirdrgicos foram
individualmente pesadas para o calculo da dose anestésica. O protocolo anestésico utilizado
foi 2,2,2-tribromoetanol a 2,5%, na dose de 18 ml/kg, administrados intraperitonealmente. A
dose anestesica foi ajustada individualmente durante o procedimento cirdrgico para
manutencdo do plano anestésico desejado. N&o foi realizado jejum hidrico e nem alimentar
nas fémeas, pois 0s camundongos apresentam altas taxas metabolicas e o jejum poderia
acarretar numa hipoglicemia grave e levar o animal a 6bito (ARAUJO, 2010). O jejum s6 se
faz necessario em um procedimento no trato gastrointestinal, sendo assim, deve-se realizar no
tempo maximo de 6-8 horas (ANDRADE, 2002).

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 tricotomia bilateral prévia e
posteriormente a antissepsia dos campos cirdrgicos com solucdo alcodlica de iodo a 2%,
seguida pela colocacgédo de panos de campo estéreis.

O procedimento cirdrgico 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 pinga curva
serrilnada de disseccdo. Apoés a retirada dos ovarios, foi realizada uma inspecdo da cavidade
guanto 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 pincga 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 insercdo 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 posicdo anatdmica de origem.
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Por fim, os tecidos musculares, subcutaneo e dérmico foram suturados com fio cirdrgico
inabsorvivel (monofilamento nylon 6-0 agulhado).

Ao final do procedimento cirdrgico, 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 observacéo
guanto a possiveis sinais de hemorragia, deiscéncia dos pontos e/ou infec¢éo.

Os ovarios retirados na ovariectomia das camundongas serviram para estudos

posteriores.

5.4. LAVADO VAGINAL

Transcorridos cinco dias do procedimento cirdrgico, foi realizado lavado vaginal nas
fémeas transplantadas para avaliacdo do ciclo estral a cada 12 horas, durante 40 dias. Para
tanto, o animais foram devidamente contidos e com uma micropipeta de 20 pul acoplada com
ponteiras de 10-100 pl e solucéo fisiologica a 0,9% realizou-se o procedimento. Os lavados
foram avaliados a microscopia de luz, a fresco e sem coloragdo, em aumento de 20x.

A classificacdo para lavado vaginal foi baseada nos critérios estabelecidos por Nelson
et al. (1982) com camundongas e Byers et al. (2012) com ratas.

5.5. ESTIMULO HORMONAL

As fémeas receptoras foram divididas em 2 grupos experimentais de acordo com a
realizacdo ou ndo de estimulo hormonal, em que:

e Grupo 1: eCG — (n =5), animais que nao receberam tratamento hormonal,

e Grupo 2: eCG + (n = 10), animais que receberam 10 Ul de eCG™;

Quarenta e cinco dias apds o procedimento cirargico, o transplante foi retirado das
receptoras do grupo 1 e procedeu-se com a aplicacdo de eCG nas fémeas do grupo 2.
Quarenta e oito horas ap6s aplicacdo, foi realizada a retirada dos transplantes das receptoras
do grupo 2.

* eCG: Novormon®
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5.6. COLHEITA DO MATERIAL E AVALIACAO DA BIOQUIMICA RENAL E
HEPATICA

O procedimento de coleta de sangue foi realizado no periodo da manha (a fim de se
evitar variacbes nos parametros) juntamente com a colheita do material transplantado.
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 puncdo cardiaca de acordo com Hoff (2000). O
volume total de sangue coletado nos animais foi de aproximadamente 1mL. Apls este
procedimento os animais foram eutanasiados. A verificacdo do dbito dos animais foi realizada
pela auséncia de sinais vitais como batimentos cardiacos e movimentos respiratorios.
Posteriormente, os transplantes foram colhidos e entdo encaminhados para processamento
histoldgico.

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 plasma. Todas as analises bioquimicas foram
validadas e realizadas no Laboratorio do Hospital Veterindrio Dix Sept Rosado — UFERSA,
por meio de espectrofotometria, utilizando-se o analisador bioquimico semi-automatico
Bioplus-200. A avaliacdo da funcéo renal e hepatica foi determinada por meio da dosagem de
ureia, creatinina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina,

sendo utilizados kits comerciais.

5.7. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os ovarios direitos e fragmentos dos ovarios esquerdos das doadoras serviram como
controle, sendo remetidos para processamento histoldgico de rotina logo apos sua obtencao.

Os tecidos colhidos apds 45 e 47 dias do inicio do experimento foram fixados em
solugcdo Carnoy (60% etanol, 30% cloroférmio, 10% &cido acético) durante 8h e,
posteriormente, desidratados, diafanizados e incluidos em parafina e seccionados de forma
semi-seriada a espessura de 5 um, sendo uma sessao montada em lamina histoldgica a cada 50

pm. Os cortes foram posteriormente corados com hematoxilina—eosina (HE).
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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, presenca de vascularizacdo. Adicionalmente, realizou-se
classificacao folicular tanto nos ovérios e fragmentos ovarianos controle como nos fragmentos
transplantados, de acordo com o tipo e 0o nimero de camadas de células da granulosa que
circundavam o od6cito seguindo os padrées morfologicos de Bosch et al. (2004). Os foliculos
pré-antrais (FOPA) foram assim divididos: primordiais — odcito circundado por uma unica
camada de células pavimentosas da pré-granulosa; primarios — possuiam uma camada de
células da granulosa cubicas; secundarios — continham duas ou mais camadas de células da
granulosa cubicas sem antro visivel; e foliculos antrais — aqueles com uma, ou mais, pequenas
areas de fluido folicular (antro). 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 odcito, bem como, irregularidades na membrana basal (MACEDO, 2007).

A anélise morfométrica foi realizada nos foliculos ovarianos classificados em normais
com auxilio do programa de computador Image J® 1,49v. Os didmetros do nucleo do o6cito,
odcito e foliculo foram mensurados, sendo realizadas duas medi¢gdes em cada estrutura para
obtencdo da média. Foram aferidas 10 unidades dos foliculos primordiais, primario,
secundario e antrais de cada grupo experimental, obtendo-se a média dos tamanhos dos
nucleos dos odcitos, oocitos e foliculos (um).

N&o foram contabilizados foliculos pré-ovulatdrios devido a aspiracdo prévia realizada
antes da fixacao dos tecidos.

5.9. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados relativos ao procedimento cirurgico, morfologia da capsula renal e tecido
transplantado foram expressos descritivamente. As proporcGes entre os diferentes foliculos
ovarianos (normais e atrésicos) foram comparados pelo teste de qui-quadrado. Os diametros
nuclear, oocitario e folicular foram comparados entre 0s grupos experimentais pelo teste de
Tukey (foliculos primordial, primario e secundario) e Kruskal-Wallis (foliculo antral). As
fases do ciclo estral foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Os dados da bioguimica
sérica renal e hepética foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as comparacdes
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foram realizadas em funcdo dos grupos experimentais com nivel de probabilidade de < 5%.
Sendo utilizado para tal finalidade o BioEstat 5.0 e o Microsoft Office Excel 14.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ANALISE MORFOLOGICA MACROSCOPICA

A técnica cirdrgica utilizada pra realizacdo do xenotransplante consistiu em
ovariectomia bilateral, exposicdo do rim esquerdo, insercdo dos fragmentos sob a cépsula
renal, diérese e sutura dos planos cirurgicos. O tempo médio de cirurgia foi de 18 minutos e
35 segundos (18’35 + 4°29”°), permitindo que todos os procedimentos fossem realizados
minuciosamente. Todos os animais tiveram completa recuperacdo e cicatrizagdo da ferida
cirtrgica quatro dias ap6s o procedimento cirdrgico e mantiveram-se saudaveis durante todo o
experimento.

O sitio receptor escolhido para realizacdo desse experimento foi o rim, por fornecer
bom suporte vascular para o transplante (CHRISTIE; BJORLING, 1998) e por ser o sitio de
eleicdo quando se pensa em sucesso no xenotransplante ovariano (BOSCH et al., 2004;
FASSBENDER et al., 2007; KANEKO et al., 2013).

Em todos os animais foram recuperados os tecidos transplantados. Desses, 12/15
(80%) apresentaram a existéncia de uma regido parenquimatosa compativel macroscépica e
morfologicamente com o tecido ovariano, confirmada ap6s avaliagdo histoldgica.
Macroscopicamente, observou-se um numero de cinco foliculos antrais acima de 1 mm em
2/12 (16%) dos transplantes viaveis, sendo esses pertencentes ao grupo eCG +. Estes foliculos
foram dissecados e entdo observou-se o6citos circundados por varias camadas de células do

cumulus (Figura 2).

Figura 2 — Fragmento de cdrtex ovariano e oocito de gata colhido apos a realizagdo do
xenotransplante em camundonga C57BL/6 SCID do grupo eCG +. A: Seta indica o
desenvolvimento ovariano sob a capsula renal. B: Seta indica foliculos antrais visualizados
macroscopicamente. C: oécito de gata doméstica coletado em receptora do grupo eCG +, sem
coloragdo, aumento de 40x, barra de escala: 100 pm.
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Bosch et al. (2004), Fassbender et al. (2007) e Gosden et al. (1994) também
conseguiram observar presenca de foliculos antrais sob a cépsula renal apés a realizacdo de
xenotransplante ovariano de gatas domesticas em receptoras imunodeficientes. A formacao de
foliculos antrais € um pré-requisito para que ocorra a ovulacdo e desenvolvimento do corpo
liteo, assim como para manter a fertilidade feminina (DRUMMOND, 2006),
consequentemente, a presenca desses foliculos nos transplantes permite concluir que a técnica
utilizada nesse trabalho ndo interferiu nas funcOes ovarianas basicas, ou seja, no

desenvolvimento folicular e producéao de estrégeno.

6.2. LAVADO VAGINAL

Todas as receptoras transplantadas e quinze fémeas inteiras (que serviram como
controle) foram submetidas ao lavado vaginal para descricdo da duracdo das fases do ciclo
estral e avaliagdo do retorno da atividade ovariana. A avaliagdo foi realizada a fresco, sem
coloracdo e sob microscopia de luz em aumento de 20x para observacdo das caracteristicas
celulares, de acordo com o ciclo ovariano, tomando por base os estudos publicados por
Nelson et al. (1982) com camundongas e Byers et al. (2012) com ratas. O lavado vaginal
permite avaliar mudancas na ciclicidade das fémeas, principalmente quando se almeja
identificar as quatro fases do ciclo estral (BYERS et al., 2012) e tem sido utilizado como
método auxiliar na avaliacdo de xenotransplante ovariano (GOSDEN et al., 1994,
MALTARIS et al., 2006).

Apos o transplante, o fragmento ovariano passa por um periodo de isquemia com
posterior reperfusdo dos tecidos. A partir desse momento, o tecido retorna as suas funcoes
normais permitindo o desenvolvimento dos foliculos e produgdo de horménios (ISRAELY et
al., 2006). Nesse trabalho, 0 tempo necessario para o retorno dessas fungdes, observado a
partir do inicio de um novo ciclo estral, foi de 19,4 + 8,0 dias apds a realizacdo do
xenotransplante. Considerando o proestro como fase inicial do ciclo estral, 80% (12/15)
fémeas transplantadas retornaram a ciclicidade. Dessas fémeas, 92% (11/12) apresentaram
ciclo estral completo com todas as fases estrais. O ciclo estral durou em média 11,5 + 2,1 dias,
sendo o diestro a fase predominante, seguida do estro. Ndo houve mudangas significativas no
ciclo estral das receptoras, pois apesar do tempo médio das fases de proestro, estro e diestro
das fémeas transplantadas ter se apresentado maior do que as respectivas fases das fémeas do
grupo controle, o diestro foi a Gnica fase a apresentar diferenga (Tabela 1).
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo (horas) das diferentes fases do primeiro ciclo estral dos
diferentes grupos experimentais.

Fases do ciclo estral

Grupos experimentals Proestro* Estro* Metaestro* Diestro

Controle (n = 15) 28,8+ 11,8 65,6 + 34,8 8,831 49,6 +14,2°
Transplante (n = 15) 42,5+ 29,0 103,6 + 58,5 76+28 124,4 + 73,8

*Nao houve diferenca estatistica entre os grupos comparados.

Mudangas nos padrbes citoldgicos observadas no lavado vaginal refletem o status
hormonal das fémeas (NELSON et al., 1982). Essas mudancas estdo sob controle do eixo
hipotdlamo-hipdfise-ovario por meio de mecanismos endocrinos e neuroendocrinos. A
producdo de estradiol pelos foliculos presentes nos ovarios ocorre em resposta a mudancas
nas concentracdes de FSH e LH (RICHARDS et al., 2002). No proestro é caracterizado pela
fase folicular e no lavado vaginal a presenca de células epiteliais nucleadas; no estro ocorre a
ovulacédo e é possivel observar altas concentracfes de células descamacao/queratinizadas no
lavado vaginal, no metaestro se inicia a fase litea e ha presenca de células nucleadas, de
descamacéo e leucdcito no lavado vaginal, sendo todas em baixas concentracdes; o diestro é
caracterizado por baixos niveis de estradiol com presenca de altas concentracGes de leucocitos
e muco (COOPER et al., 1993; LONG; EVANS, 1922; NELSON et al., 1982). Esse padréo
foi observado nas fémeas desse experimento (Figura 3) e demonstra que houve retorno da
atividade ovariana, pois os fragmentos transplantados produziram estradiol suficiente para

induzir mudancas na citologia vaginal.

Figura 3 — Padrdo citolégico do lavado vaginal de camundongas C57BL/6 SCID apo6s
xenotransplante. A: proestro — células epiteliais nucleadas; B: estro — células queratinizadas;
C: metaestro — pouca quantidade de células epiteliais, de descamacao e leucocitos; D: diestro
— grande concentracdo de leucocitos e muco. Fonte: acervo pessoal. Barra de escala: 50 um.
Aumento de 20x.
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6.3. AVALIACAO MORFOLOGICA MICROSCOPICA

N&o foram observados danos no parénquima renal de nenhuma das receptoras. A
interacdo entre os tecidos, receptor e transplantado, ocorreu de forma efetiva, podendo ser
visualizada macroscopicamente (Figura 2) e certificada por meio de andlise histopatologica
(Figura 4) e de bioquimica sérica. Esses resultados demonstram que houve total recuperacéo
do tecido apds injdria causada pelo procedimento cirargico e que o transplante ndo altera a

morfologia e a funcdo do tecido receptor.

:’ i ;‘ > p r i | ‘\ §
Figura 4 — Fotomicrografia de ovario de gata xenotransplantado sob a cépsula renal de
camundongas C57BL/6 SCID. Foliculo primordial (pp). Parénquima renal (R). HE, 40x.
Barra de escala: 50 pm.

O suprimento vascular oferecido pelo tecido renal ao cortex ovariano foi considerado
morfologicamente semelhante aquele existente no ovério in situ de gata a partir de 19,4 + 8,0
dias apos a realizacdo do transplante quando se observou a primeira fase do ciclo estral
(proestro) nas fémeas. Ocorreu neovascularizacdo em 12/15 (80%) transplantes, a mesma taxa
obtida no retorno da ciclicidade das fémeas. Os vasos sanguineos observados nos transplantes

foram morfologicamente equivalentes aos presentes em ovarios integros de gatas (Figura 5).
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A presenca de ciclicidade nas fémeas transplantadas permite inferir que a
revascularizacdo dos fragmentos ovarianos apos o procedimento cirdrgico foi eficiente, pois
mudancas na ciclicidade das fémeas s6 podem ocorrer a partir do momento que 0s estrogénios
produzidos pelos foliculos ovarianos consigam realizar feedback com o hipotdlamo induzindo
a liberacdo de gonadotrofinas (RICHARDS et al., 2002), para tanto, € necessario que essas
substancias atinjam a corrente sanguinea. E sabido que ha presenca de fatores angiogénicos
(Fator de crescimento endotelial vascular — VEGF e angiopoietinas) no tecido ovariano que
estimulam a rapida migracdo de células endoteliais e permitem o restabelecimento da
circulagdo sanguinea (ISRAELY et al., 2006; NISOLLE et al., 2000).

Figura 5 — Fotomicrografia de ovario de gata xenotransplantado sob a cépsula renal de
camundongas C57BL/6 SCID. Circulo pontilhado: presenca de vasos sanguineos proximos
aos foliculos. Setas apontam para limen vascular repleto de hemaécias. Ovario (O),
Parénquima renal da receptora (R), Foliculo primario (P). HE, 40x. Barra de escala: 50 um.

Foliculos luteinizados foram observados em 3/15 (20%) transplantes, sendo todos
observados no grupo eCG +. Morfologicamente essas estruturas sdo caracterizadas por
apresentarem um odcito imaturo circundado por células da granulosa luteinizadas. Eles
podem surgir quando ocorre um pico de LH em um momento inoportuno, ocasionado
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geralmente pelo uso de gonadotrofina coribnica equina (BOSCH et al., 2004). Essa situagao
também foi mencionada em protocolos de superovulagdo realizados apés transplante em
ovarios de gatas (BOSCH et al., 2004; LEONEL, 2013).

Assim como nos outros estudos com ovarios de gatas xenotransplantados (BOSCH et
al., 2004; FASSBENDER et al., 2007; GOSDEN et al., 1994), foi observado em todos os
grupos experimentais a presenca de foliculos pré-antrais (primordial, primario e secundério)
(Figura 6.A, 6.B e 6.C) e foliculos antrais (Figura 6.D), sem diferencas morfologicas com
relacdo ao Orgdo in situ, demonstrando que o rim ndo restringiu 0 processo de
desenvolvimento folicular, principalmente dos foliculos antrais, que ocupam uma grande area

do parénquima ovariano.

"
L \ i
I \
\’ l‘
r’ <
\
‘

50 um\!‘

do sob a cépsula renal de
camundongas C57BL/6 SCID. A. Foliculos primordiais (pp), HE, 40x; B. Foliculo priméario
(P) HE, 40x; C. Foliculo primordial (pp) e secundario (S) HE, 40x; D. Foliculo antral (A) e
parénquima renal da receptora (R), HE, 20x. Nucleo do odcito (no), oécito (*), formacao
inicial de cavidade antral (a). Barra de escala: 50 pm.

A analise morfométrica dos foliculos ovarianos € outra maneira de avaliar
histologicamente se houve comprometimento do desenvolvimento folicular das gatas apds a
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realizacdo do xenotransplante, pois demonstra se o crescimento dos mesmos foi semelhante
ao que ocorre no ovario in situ. Os dados obtidos por essa técnica estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Média + desvio padrdo dos diametros (um) nuclear oocitario, oocitario e folicular
nas diferentes categorias de foliculos em fungdo dos diferentes grupos.

Categoria Grupos Diametro (um)
folicular experimentais Nucleo do odcito Odcito Foliculo
FC 14,6 +1,3° 29,6 +3,7° 34,3+51°
Primordial eCG — 15,2 +2,4° 32,4+ 4,9 39,2 +5,1a°
eCG + 20,2 + 2,22 38,3+ 4,6% 44,0 + 4,32
FC 15,8+ 2,7 33,8 +4,1° 45,7 + 6,6°
Primario eCG — 19,1 +4,1° 44,6 +5,7° 59,8 + 6,2°
eCG + 22,1+2,8 46,4 + 10,2 63,6 + 15,0°
FC 20,2 + 3,6° 55,3 + 10,2° 107,1 + 15,4
Secundério eCG — 21,4 +6,3? 59,4 + 8,72 105,6 + 35,0°
eCG + 25,6 + 5,6° 63,5 + 11,4° 124,8 + 32,0°
FC 28,9 +2,9° 84,9 +4,8° 272,4 + 64,8°
Antral eCG — 30,2 +5,7° 78,6 £ 10,7° 232,8 + 36,1°
eCG + 32,6 +0,9° 74,9 £54° 278,1 + 44.8°

FC: fragmento controle; eCG — : transplantes que ndo receberam indugdo hormonal; eCG + : transplantes que
receberam inducéo hormonal (eCG). a, b: letras diferentes na mesma coluna de cada categoria folicular indicam
valores significativamente diferentes, Teste de Tukey (foliculo primordial, priméario e secundario) e Kruskal-
Wallis (foliculo antral) (p < 0,05).

Todos os foliculos avaliados apresentaram tamanho esperado para a espécie (Felis
catus) (REYNAUD et al., 2009). Porém, foram observadas diferencas entre os grupos (p <
0,05) nas categorias iniciais dos foliculos (primordial e primario) nos parametros avaliados
(nucleo do odcito, odcito e foliculo). Além disso, os didmetros médios dos foliculos existentes
nos transplantes do grupo eCG + foram maiores do que dos grupos eCG — e grupo controle
(FC). O eCG possui atividade dual semelhante ao FSH e LH, promovendo nos foliculos pré-
antrais aumento do diametro folicular e auxiliando na proliferacdo celular, diferenciagéo,
producéo de estrogeno e posterior maturacdo (BARRETT et al., 2004). Dessa maneira, 0 eCG
administrado nos animais foi responsavel pela diferenca observada entre os foliculos pré-
antrais dos fragmentos do grupo eCG + e eCG — e pode ter induzido o desenvolvimento rumo
aos estadios mais avangados.

Os dados obtidos a partir da contagem dos foliculos normais (Figura 7) e atrésicos
(Tabela 3) encontrados nos fragmentos controle e transplantados foram convertidos em

proporcdes de foliculos em funcéo dos grupos experimentais.
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Proporcéo (%) de foliculos ovarianos normais de gatas domésticas ap0s
xenotransplante

70%

59,7%
60%
50%

8,09439,4% 41,7%
40%
0 27,6% 26,8%
30% 22,0%
20% 13,9% 1 gos
10% 6,2% 419 56%
0% I —
Primordial* Primério Secundario Antral*
mControle meCG- meCG+

Figura 7 — Proporc¢oes (%) dos diferentes foliculos ovarianos normais em fungdo dos grupos.
Controle: Fragmento controle; eCG — : Transplantes que nédo receberam indugdo hormonal;
eCG + : Transplantes que receberam inducdo hormonal (eCG). *Foi observada diferenca
estatistica nas categorias de foliculos primordiais e antrais entre 0s grupos comparados. Nas
demais categorias foliculares ndo houve diferenca (Teste de Qui-quadrado, p < 0,05).

Tabela 3 — Proporcdes (%) dos diferentes foliculos ovarianos atrésicos em funcdo dos grupos.

Categoria folicular

Grupos experimentais*

Primordial Primario Secundario Antral

Fragmento controle (n = 7) 1,4% 0,7% 0,3% 0,0%
eCG-(n=0) 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

eCG + (n=0) 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

*N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais (Teste de Qui-quadrado, p < 0,05).

A maior porcentagem de foliculos normais nos transplantes foi de primordial e
primario devido as baixas taxas metabolicas requeridas por essas categorias de foliculo, o que
0s tornam mais resistentes a isquemia pos-transplante (GOSDEN; BYATT-SMITH, 1986;
HUANG et al., 2010), além disso, possuem morfologia simples (ISRAELY et al., 2003) e
estdo concentrados na periferia do cortex ovariano, sendo 0s primeiros a se beneficiarem com
a revascularizacdo (NUGENT et al., 1997). No entanto, ndo se sabe ao certo por quanto tempo
esse ambiente se mantera, pois os transplantes podem permanecer vidveis por varios meses
(BOSCH et al., 2004; GOSDEN et al., 1994); porém ja foi observado consumo folicular
completo com presenca de areas de fibrose onde outrora fora o parénquima ovariano apés um
ano (CRESTANA et al., 2006).

Avaliando a microdinamica de desenvolvimento dos foliculos pré-antrais a antrais,

ndo foram observadas diferencas nas porcentagens de foliculos atrésicos. J& em relagdo aos
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foliculos normais, diferencas foram observadas nas categorias de foliculos primordiais e
antrais entre os grupos estudados. Esse panorama ocorreu inicialmente devido a ativacdo
folicular, causando reducéo nas proporc¢oes de foliculos primordiais e aumento nas proporcdes
dos foliculos primario, secundario e antral dos transplantes em relacdo aos fragmentos
controle; bem como, pelo uso de gonadotrofina coridnica equina (eCG) no protocolo
hormonal, que aumentou consideravelmente a proporcéo de foliculos antrais no transplante.
Tracando um paralelo com o que ocorre com leucécitos que tendem ao desvio a direita
qguando ocorre uma maior segmentacdo rumo a maturacao, os foliculos apresentados neste
estudo demonstraram um padréo equivalente & medida que aumentam suas proporcdes além
do normal rumo aos estadios mais avancados da foliculogénese, o que aqui denominamos
como Follicular Right Shift (FRS). Situacdo semelhante foi observada no xenotransplante
ovariano de bovino (SENBON et al., 2005) e suino (KIKUCHI et al., 2006), ambos quando
tratados com eCG.

6.4. INDUCAO HORMONAL

A foliculogénese é um processo de formacdo, crescimento e maturacdo folicular pelo
qual foliculos primordiais se desenvolvem até o estddio de foliculos pré-ovulatérios
(DRUMMOND, 2006) e depende da agdo conjunta dos hormdnios produzidos no eixo
hipotalamico-hipofisario-ovariano, podendo também ser auxiliada por gonadotrofinas
exogenas. Em gatos domésticos, os protocolos que visam o desenvolvimento folicular
englobam a utilizagdo do FSH ou eCG exdgenos. Para maturacdo final dos foliculos e
ovulagdo podem ser utilizados GnRH (hormonio liberador de gonadotrofinas) ou hCG
(gonadotrofina coridnica humana) (VILLAVERDE, 2005). A intencdo nesse experimento foi
obter melhor desenvolvimento folicular com maiores taxas de foliculos antrais, dessa maneira,
optou-se pelo uso apenas do eCG.

A dose de eCG comumente utilizada em gatas domésticas é de 50-150 Ul, aplicada em
dose Unica (DONOGHUE et al., 1992; HOWARD et al., 1992; SWANSON et al., 1997;
WHEELER et al., 1988), mas considerando a nova receptora e o tamanho reduzido do
fragmento ovariano (1 mm?®), optou-se por um protocolo hormonal que contemplasse as
receptoras, haja vista o respeito aos processos metabdlicos proprios das camundongas, assim,
a dose utilizada nesse experimento foi de 10 Ul, que foi aplicada em dose Unica e esta dentro
dos limites utilizados pra esse espécie (GUI;JOYCE, 2005; ILLERA et al.,, 2000;
RODRIGUES et al., 2009).
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Como observado nos resultados apresentados anteriormente, o desenvolvimento
folicular ocorreu de forma satisfatoria nos transplantes, principalmente naqueles tratados com
eCG. Observou-se foliculos pré-antrais com didmetros maiores que os dos demais grupos,
bem como, maiores propor¢oes de foliculos antrais. Com esse protocolo, ndo foi observado
superdosagem hormonal, hiperestimulacdo ovariana e producdo de foliculos cisticos,
resultados normalmente observados em doses inadequadas de eCG (BROWN, 2011). Por
outro lado, ndo foi eficiente para promover superovulacdo, pois o nimero de foliculos antrais
com tamanho viavel (acima de 3 mm, MALANDAIN et al., 2011) para serem levados a

producdo in vitro de embrides foram baixos.
6.5. AVALIACAO DA BIOQUIMICA RENAL E HEPATICA

Ao final do experimento foi coletado sangue total de todas as receptoras
transplantadas. Os dados de bioquimica sérica, renal e hepatica, obtidos a partir dessa coleta

foram expressos em media e desvio padrdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores plasmaticos da funcdo renal e hepatica dos diferentes grupos
experimentais.

Grupos Parametros

experimentais  *UR (ug/dl) *CR (ug/dl) *ALT (WL) *AST (WL)  FAL (wL)

eCG-(n=5) 445+81 07+01 307+11 1475+41,8 229,1+46°
eCG+(n=10) 538+99 06+01 262+66 1631+434 2365+157

Letras mindsculas indicam comparacdo entre 0s grupos experimentais em cada pardmetro avaliado. ~ N&o
apresentou diferenca significativa (teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05). eCG — : Animais transplantados que nédo
receberam indugdo hormonal; eCG + : Animais transplantados que receberam indugdo hormonal (eCG); UR:
Ureia; CR: Creatinina; ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato Aminotransferase; FAL: Fosfatase
Alcalina.

Nos parametros avaliados, a fosfatase alcalina (FAL) foi a Unica enzima a apresentar
diferenga entre os grupos. A FAL estd distribuida em varios tecidos, inclusive no figado
(BERGONSO, 2007), mas para afirmar que had um dano hepatico é necessario que os valores
das outras enzimas hepaticas tambem apresentem alteragdes (MOTTA, 2000). Ademais, todos
os valores obtidos das fémeas transplantadas ficaram dentro de parametros observados em
camundongos da linhagem C57BL/6 (ALMEIDA et al., 2008; ARAUJO, 2012). Dessa
maneira, pode-se inferir que ndo houve dano hepatico nas receptoras.

Valores bioquimicos do plasma sanguineo permitem avaliacdo individual e de

populacdes (CARVALHO et al., 2013), além de fornecer informacdes relevantes relacionadas
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ao estado clinico dos animais, ao balanco nutricional, prognosticos e monitoracdo de
tratamentos e experimentos (CARVALHO et al., 2013; GONZALEZ et al., 2001). Os valores
obtidos dos animais desse experimento encontram-se dentro dos parametros normais para a
espeécie, permitindo inferir que o fragmento ovariano alocado sob a capsula renal dos animais
ndo alterou a funcdo normal do 6rgédo; e que o procedimento cirurgico e toda a manipulacdo
realizada durante o periodo experimental ndo alteraram o estado clinico geral dos animais,
concluindo entdo que a técnica de xenotransplante ovariano felino ndo altera a fisiologia

normal das receptoras imunodeficientes.
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7. CONCLUSOES

As camundongas C57BL/6 SCID foram bons modelos experimentais para realizacdo
do xenotransplante ovariano felino.

A citologia vaginal permitiu averiguar o retorno da ciclicidade das fémeas
transplantadas. Associada a analise histologica, foram eficientes para avaliar o
desenvolvimento folicular do transplante e também a interacdo entre o tecido receptor e
doador.

A aplicacdo do eCG na dose utilizada estimulou o desenvolvimento folicular a
estadios mais avancados, fenébmeno aqui denominado como desvio folicular a direita. Apesar
disso, o aumento foi insuficiente para assegurar uma superovulacdo, satisfatoria
numericamente, para fins de producéo in vitro de embrides.

O xenotransplante sob a cépsula renal ndo alterou o estado de higidez das receptoras e
ndo comprometeu as funcBes renal e hepética, demonstrando ser o sitio receptor adequado

para este procedimento.
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