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RESUMO: Objetivo: Verificar apossibilidade defertilizagdo natural apds ooforectomiatotal bilateral etrans-
plante ovariano homégeno ortotdpico sem anastomose vascular e imunossuprimidos pela ciclosporina.
Método: Foram utilizadas dez coelhas da raga Nova Zelandia Branca e Califérnia. Realizou-se ooforectomia
total bilateral e transplante ortotépico dos ovarios entre pares de animais. De um lado, foi transplantado o
ovério integro e de outro, o ovario fatiado. N&o houve anastomose vascular. A imunossupressdo se deu com
aadministracdo ciclosporinaatravés de tubo orogéstrico diariamente, durante seismeses. Trésmesesdepois,
asfémeas foram colocadas diariamente para copular com machos sabidamente férteisdaragcaNovaZelandia
Branca, por outros seis meses. No final do periodo do experimento, foram realizadas dosagens de estradiol,
progesterona, horménio folicul o estimulante e horménio luteinizante, além de estudo histol 6gico dos ovéri-
0s, tubas e Uteros. Resultados: Gravidezes ocorreram em cinco coel has, sendo que, em quatro delas, houve
nascimento de filhotes. As dosagens hormonais estiveram dentro da faixa de normalidade em todos os
animais. Os ovarios transplantados estavam rodeados de tecido conjuntivos, bem vascularizados e com
foliculos ovarianos em varios estadios de desenvol vimento. Conclusdes: Obteve-se, com sucesso, afertiliza
¢80 natural e manutencd@o hormonal feminina em coelhas submetidas a transplante homdégeno de tecido
ovariano sem anastomose vascular e imunossupri midos pela ciclosporina.

Descritores: Ovério; Transplante; Ovariectomia; Gravidez; Coelhos; Ciclosporina; Fertilizacdo.

INTRODUCAO mulheres que precisam se submeter aretiradade ova-
rios normais, mostrando inclusive desenvolvimento e

Estudos experimentais utilizando tecidos ova viabilidade dos foliculos ovarianos® " Entretanto, pou-

rianos criopreservados comprovaram a eficacia dos ca atencéo se deu a manutencéo da fertilidade apds
transplantes ovarianos heterotépicos como aternati- os transplantes. A maioria dos estudos sobre preser-
vamais fisiol6gica de manter afungéo hormona em vacao de tecido ovariano restringiu-se aos transplan-
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tes autdégenos. Transplantes ortotépicos ou
heterotdpicos de ovarios homabgenos foram pouco in-

vestigados até o momento. Citam-se apenas alguns
estudos em camundongos, ratos e cobaias com

restabelecimento apenas parcial da fertilidade. As
gravidezes obtidas nesses estudos ocorreram
apenas quando se realizava o transplante em indivi-

duos geneticamente semelhantes. Além disso, a
imunossupressao era obtida por irradiagdo corporal
total ou localizada na regido dorsolombar, que é fre-
guentemente seguida por complicacbesdiversas, prin-

cipamente infeccOes fatais’.

A ciclosporina A (CyA) é um peptideo deri-
vado defungos, usadano tratamento de pacientes sub-
metidos a transplantes de Orgdos. Sua atividade
imunossupressora baseia-se ha inibicdo da resposta
imune celular, assm como nadiminui¢do da producéo
de linfocitos T dependentes de anticorpos 8. Ha tra-
bal hos que sugerem disfuncdes do sistema enddcrino
decorrentes dos efeitos secundarios da CyA °. Fo-
ram descritas alterages da funcéo gonada em ratos
e humanos 1%, provavelmente devido a interacdo
entre a CyA e a prolactina sobre 0 mesmo receptor
linfocitico, dém de diminuicdo dafertilidade e dtera-
¢Oes no desenvolvimento fetd .

O objetivo do presente trabaho foi avaliar a
possibilidade de fertilizaggo natural apds ooforectomia
total bilatera e transplante homogeno de ovario em
posi¢do ortotdpica, sem anastomose vascular, napre-
senca de imunossupressao com ciclosporina.

METODO

Esta pesguisa experimenta foi realizada de
acordo com as recomendacdes das Normas Interna-
cionais de Protecéo aos Animais'?13, tendo sido apro-
vada por Comissao de Etica em Pesquisa da Univer-
sidade Federa de Minas Gerais.

Foram estudadas 10 coelhas (Oryctogalus
cuniculus) das ragas Nova Zelandia Branca (n=5) e
Cdifdrnia (n=5) e cinco machos sabidamente férteis
daracaNovaZedandiaBranca. Osanimais provenien-
tes do Biotério Central da Escola de Veterinéria da
Universidade Federa de Minas Gerais (UFMG), fo-
ram mantidos em gaiolasindividuais, onde receberam
racéo para coel hos e guaavontade. Osanimais per-
maneceram em adaptacdo e observacdo do estado
de salde por 20 dias. Todos os procedimentos foram
feitos nas dependéncias do Laboratdrio de Cirurgia
Experimenta do Departamento de Cirurgiada Facul-
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dade de Medicinada UFMG, obedecendo as normas
técnicas de assepsia e anti-sepsia.

No inicio do experimento, todos 0s animais
estavam sexualmente maduros e com peso variando
de 2400 a 2700 gramas. No pré-operatorio, 0s ani-
maisforam mantidosem jgjum de 12 horas. Umahora
antes do procedimento cirdrgico, os coehos foram
pesados e receberam ciclosporinaem solucéo nadose
de 10mg/kg, além de 50mg/kg de cefadroxila
(antibioticoprofilaxia). Ambas as substancias foram
dissolvidas em 10ml de leite e administradas atraves
de um cateter orogastrico de 12 Fr. A anestesia foi
induzida com injecdo intramuscular de cloridrato de
guetamina, na dose de 50mg/kg.

Um par de coelhas — uma Califérnia e outra
Nova Zeléndia Branca foram operadas simultanea-
mente. Através de laparotomiamediana, redizava-se
ooforectomia total bilateral, preservando a integrida
de tubaria. Ambos os ovérios de cada coelha foram
retirados e um deles foi fatiado transversalmente em
trés segmentos. Em seguida, osovariosde umacoeha
foram transplantados ortotopi camente na outra coelha
evice-versa. Em um lado, transplantou-se o ové&rio in-
tegro e do outro lado, o ové&rio fatiado. Todos os im-
plantes ovarianos foram feitos sem reconstituicéo
vascular efixados com apenas um ponto de nailon 5-0.

O Utero e astrompas permaneceram integros
em todos os animais. A cavidade abdomind foi fe-
chada em dois planos com sutura continua de nailon
3-0. Apds o ato cirurgico, e durante todo o periodo de
acompanhamento, as coelhas receberam agua e ra-
¢ao ad libitum.

Durante os trés primeiros dias pds-operatori-
0S, 0S animais receberam antibioticoprofilaxia com
cefadroxila na dose de 50mg/kg dissolvida em 10m
de leite, através de cateter orogastrico.

As coelhas receberam diariamente, durante
seis meses, 10mg/kg de ciclosporina dissolvidas em
10ml de leite através de cateter orogéstrico de 12 Fr.
Os animais foram semanamente pesados para se
gjustar a dose da ciclosporina.

Trés meses apds acirurgia, asfémeasforam
colocadas diariamente com um macho diferente para
copularem, durante outros seis meses.

No sexto més apos o transplante, foram co-
Ihi das amostras sanguiineas paradosagens de estradiol,
progesterona, hormonio foliculo estimulante e hormonio
luteinizante. Para a obtencdo dos valores de referén-
cia, foram dosados os mesmos horménios em quatro
codl has sabidamente fértels, sadias e ndo operadas,
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todas de idade semelhante as coelhas submetidas ao
transplante homaégeno, e que congtituiram o Grupo
controle para a dosagem dos hormonios.

No final do periodo de acompanhamento, to-
das as coelhas foram mortas com dose inalatorialetal
deéter. Através de umalaparotomiamediana, acavi-
dade abdominal e seus érgéos foram cuidadosamente
estudados. Retiraram-se o Utero, 0s ovérios e as tu-
bas uterinas. Apds a fixacdo dos fragmentos em so-
luco de Bouin, elesforam processados parahistologia
Secgoes de 5 um de espessura foram montadas em
I&mina e coradas com hematoxilina e eosina.

Os resultados foram comparados por meio
do teste qui-quadrado com correcéo de Y ates para
amostras pequenas. As diferencas foram considera-
das significativas para valores correspondentes a
P< 0,05.

RESULTADO

Todos 0s animais recuperaram-se das cirur-
gias com excegéo de umacoel haNovaZe éndiaBran-
ca que morreu no find daoperacéo, sem conseguirmos
identificar acausade suamorte. Asoutrascoehas apre-
Sentaram recuperacdo cirdrgica sem intercorréncias
durante os nove meses do experimento.

Gravidezes ocorreram em cinco animais, mas
apenas quatro coelhas, duas Nova Zelandia Brancae

duas Cdlifornialevaram suagestacdo atermo. O Ute-
ro de uma das coelhas Nova Zelandia Brancaque foi
morta no sexto més pds-operatério, conforme o pro-
tocolo deste trabal ho, continha dois fetos em seu inte-
rior. Umacoelha Califérniateve trésfilhotes no sexto
més pos-operatdrio; uma California e outra Nova
Zelandia Brancativeram um filhote, dois meses apds
serem colocadas para copular; e uma outra coelha
Nova Zelandia Branca teve dois filhotes, no quarto
més apds o inicio da copula. N&o houve diferenca
entre o inicio da copula e 0 nascimento dos filhotes
entre as duas ragas estudadas (P> 0,05).

A Tabela 1 mostra os valores hormonais ob-
tidos ao final do experimento. Observa-se a presenca
de hormonios ovarianos em dosagem adequada mes-
mo nas coelhas que ndo evidenciaram gravidez.

A segunda |aparotomia, a cavidade abdomi-
nal apresentou-se com aspecto normal. O exame
macroscopico dos 6rgdos reprodutores femininos
mostrou ovarios e tubas preservados e auséncia de
fibrose ou reagbes aparentes ao fio cirdrgico em to-
das as coelhas que engravidaram. Por outro lado, as
coel has que ndo engravidaram tiveram diversas alte-
racOes tubo-ovarianas. Em umacoelha, atubaestava
edemaciada e com sinais flogisticos locais, ovario di-
minuido de tamanho, bem como aderéncias entre o
local deimplantacdo do ovério e astubas uterinas. As
outras trés coelhas também desenvolveram aderén-

Tabela 1- Valores hormonais dosados em coelhas submetidas ao transplante ovariano homoégeno

ortotépico e em grupo controle.

Coelha Estradiol pg/ml  Progesterona pg/mi FSH Ul/I LH U/

Controle 2.800 106.000 0,2 0,1
1 10.900 105.000 01 03
2 - - - -
3 14.600 90.300 02 01
4 12.200 99.000 09 03
5 733 91.000 2,7 01
6 11.100 105.000 22 01
7 11.100 108.000 10 02
8 837 29.500 02 01
9 4.090 37.700 12 01

Controle - média obtida de exames em 4 coelhas adultas e férteis ndo submetidas a procedimento experimental.

O sangue da coelha 2 hemolisou.
FSH - hormbnio foliculo-estimulante
LH - hormdnio luteinizante
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do ovério na forma integra, revelando aspecto histol6gico nor-
mal, comricavascularizacdo (V), auséncia deinfiltrado inflama-
torio e sinais de necrose e degeneracdo Observar |uteinizacdo
(L) e foliculo (F) de aspectos habituais. Hematoxilina e eosina
(100X).

cias entre a tuba e o ovério, assim como entre ovaio,
omento e algasintestinais adjacentes. O Utero em todas
as codl has gpresentou aspecto norma exceto nacoeha
gue estava grévida, naqua se encontrou Utero aumen-
tado. N&o houve ateragbes macroscdpicas em figado,
baco e intestino, exceto pelas aderéncias ja decritas.

Os estudos histolégicos dos 6rgédos
reprodutores mostraram ovarios com histoarquitetura
preservada e aspecto normal (Figura 1). N&o foram
encontradas diferencas entre os ovérios implantados
integros ou fatiados. A viabilidade ovariana foi con-
firmada pela presenca de angiogénese satisfatoria,
numerosos foliculos em diferentes estadios de
maturacéo, bem como corpos|(teos e cistosfoliculares
de tamanhos varidveis. N&o foram identificados Si-
nais deisguemiaou necrose. Apenas em umanulipara
identificou-se hemorragiamultifocal junto acdpsulae
calcificagdo subcapsular em um dos ovarios. O Utero
de todas as coelhas mostrou histoarquitetura preser-
vada.

A avaliacio histol 6gica, as tubas das coelhas
gue tiveram filhotes tiveram aspecto normal, com
microvilosi dades bem desenvolvidas, trofismo preser-
vado e auséncia de sinais inflamatdrios ou
degenerativos. Encontrou-se nas coelhas que néo
engravidaram focos de infiltrado mononuclear na
mesossal pinge e hipotrofiatubéria, além dereacdo do
tipo corpo estranho no mesossal pinge, sapingite cro-
nica discreta e hidrossalpinge. Todas as demais
coel has apresentavam histologia sem alteragoes.
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DISCUSSAO

Ovérios ja haviam sido transplantados, com
relativo sucesso em pequenos roedores, porém
sem indices satisfatérios de fertilidade e de
restabel ecimento de funcdo ovulatéria®41’. No pre-
sente trabalho, o transplante ovariano ortotopico
avascular foi tecnicamente fécil de ser realizado e
mostrou-se um bom método para completa restaura-
¢do de fungdo ovariana, tanto sob aspecto hormonal
(Tabela 1), quanto reprodutivo, ja que a maioria das
coelhas engravidou. Além disso, é possivel que ou-
tras gravidezes tenham ocorrido e ndo tivessem sido
detectadas. Entretanto, ndo foram verificados
abortamentos ou outras anormalidades gestacionais.
Mesmo assim, o indice de gestagBes documentadas
neste trabalho foi maior do que o registrado nalitera-
tura, em estudos que utilizaram métodos artificiais de
auto-implante de gametas e embrifes ou diferentes
tratamentos de infertilidade 17-2°,

A ausénciade gravidez em parte das coelhas
pode ser parcialmente explicada pelos achados
macroscopicos e histol6gicos, que indicaram proces-
sosinflamatorios em varios estédios e aderénciastubo-
ovarianas aos tecidos e orgaos adjacentes, atrofia
tubaria, bem como cistos hemorréagicos e
mesossal pingite. Contudo, emboran&o tenhasido evi-
denciada gravidez, a funcéo enddcrina dos ovéarios
ocorreu em todos os animais, confirmando a viabili-
dade e recuperacdo funciona ovariana.

Mediante a normalidade dos padrfes
histol6gico e funciond dos ovérios reimplantados, per-
cebe-se que o transplante ovariano sem anastomose
vascular ndo interferiu naviabilidade dos ovarios, pois
todos apresentavam suprimento sangliineo proveni-
ente da neoformacdo vascular e ndo foi constatado
sina de isguemia ovariana. Esses achados contradi-
zem aguns autores que consideram fundamental a
revascularizagdo em enxertosovarianos paraqueeles
funcionem 2123, A intensaneovascularizacao do ovéa
rio parece ser um dos principais fatores responsaveis
para a sua sobrevida . A angiogénese estimulada
pelo préprio ovério por meio de rdpida migracdo de
células endoteliais e restabelecimento da circulagdo
sangliinea ja é conhecida na literatura 4.2,

A administragéo diariade ciclogporinafoi efe-
tivana prevencéo de rejei c&o ao ovario transplantado
durante todo o periodo do experimento. Nao houve
evidéncias histoldgicas ou funcionais de que a
ciclosporina tivesse aterado a formacdo folicular ou
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a ovulagdo. Ainda que aguns autores tenham mos-
trado que a concentragdo minimade ciclosporinapara
prevenir aregjei¢do tenha que ser maior que 15mg/kg/
dia®%, a dose de 10mg/kg/dia utilizada no presente
trabalho foi suficiente para a manutencéo ovariana,
sem 0s possivels inconvenientes de altas doses de
I MUNOSSUPressores.

Previamente, em estudo piloto deste traba-
Iho, haviamos constatado que, apds a suspensdo de
ciclosporina os ovéarios homaégenos transplantados
sobrevivem por mais trés semanas, porém sua fun-
¢do é rapidamente deteriorada. Na quarta semana,
0s ovérios deterioram-se completamente e desapa-
recem, provavelmente destruidos pelo sistema
mononuclear fagocitéario. Esse achado também
contradiz uma pesquisa da literatura que registrou a
sobrevida de ovarios homabgenos por varias sema-
nas apos a administracdo de apenas 17 dias de
ciclosporina®,

Os resultados do presente estudo maostram
que, em coelhas o transplante homdgeno de ovario é

exequive e restabelece a fertilidade do animal. Ta
fato pode ser Util em futuras investigagOes relaciona:
das as funcbes enddcrinas do ovario e fertilidade fe-
minina

Concluindo, foi registrada, com sucesso, fer-
tilizacdo natural em coelha submetida a transplante
ortotopico de ovarios homogenos, de ragas diferen-
tes. Esses ovarios também preservaram sua fungéo
enddcrina em nivel normd. A ciclosporinafoi eficaz
em manter a vitalidade e fun¢éo dos ovéarios durante
todo o periodo de estudo. N&o houve inibicéo dafer-
tilidade em presenca de ciclosporina.
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ABSTRACT

Objective: Toverifythefertility of rabbits submitted to allogenic ovarian transplantation without vascul ar
pedicle and immunosupressed by cyclosporine. Methods: Ten New Zealand White and California female
rabbits were submitted to ovaries exchanging between pairs of animals. In one side the ovary was intact
andintheother side the ovary wassliced. Cyclosporinewas administered through a 12 Fr orogastric tube,
every day during six months. Three months later, the animals were daily paired with sexually mature New
Zealand White males during other six months. At the end of the follow-up period, blood samples were
withdrawn for estradiol, progesterone, follicle stimulating hormone and luteinizing hormone assessment.
Then, all animalswerekilled. Hystological studies of uterus, ovariesand tubeswere carried out. Results:
Pregnancy occurred in five rabbits, and four of them had live litters. Hormones levels were normal in all
animals. Transplanted ovaries were surrounded by connective tissue, they were well vascularized and
contained folliclesin different stages of devel opment. Conclusions: Rabbits submitted to allogeneic ovarian
transplantation without vascular pedicle and immunosupressed by cyclosporine maintain fertility and

femal e hormone function.

Key Words: Ovary; Transplantation; Ovariectomy; Pregnancy; Rabbits; Cyclosporine; Fertilization.
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