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RESUMO

Objetivo: Estudo comparativo do enxerto autologo e heterdlogo de ovario na bolsa omental de ratas, utilizando ciclosporina
A. Métodos: No presente estudo, foram utilizadas 20 ratas distribuidas randomicamente em quatro grupos, denominados
grupo controle (animais submetidos a ooforectomia); grupo A (enxerto autélogo de ovario); grupo H (enxerto heterdélogo
de ovario); e grupo C (enxerto heterélogo de ovario e tratamento com ciclosporina A). Todos os animais foram submetidos
a ooforectomia bilateral. Um dos ovarios removidos foi individualizado e enxertado no omento maior do animal. Os animais
do grupo C receberam a dose de 10mg/kg/dia de ciclosporina por via subcutanea durante todo o periodo do experimento.
Apo6s um periodo de 33 dias, todos os animais foram submetidos a uma nova intervengdo cirdrgica para identificagdo do
leito receptor e retirada do ovario transplantado, além do (tero e da vagina, seguido de eutanasia. As pegas foram
submetidas a processamento histoldgico e coloras pela hematoxilina eosina. Resultados: Todos os grupos apresentaram
epitélios vaginal e uterino com 1 a 2 fileiras de células ctbicas ou cilindricas simples, nicleo arredondado e central. Houve
também grande reagdo inflamat6ria em todo o enxerto, com éareas de necrose. Ocorreu 6bito de um animal do grupo C no 20°
dia do experimento. Conclusédo: Conclui-se que o enxerto de ovario integro realizado em omento maior de ratas nesta
amostra, independente do uso da Ciclosporina, ndo mostrou-se viavel.

Descritores: Sobrevivéncia de Enxerto. Ovario. Bolsa Omental. Ciclosporina. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To study comparatively ovarian autograft and heterograft in rats’ omentum pouch, using Cyclosporine A.
Methods: In the present study 20 rats, distributed equally in four groups, had been used: Control Group (rats submitted to
ooforectomy); Group A (ovarian autograft); group H (ovarian heterograft); e group C (ovarian heterograft and treatment
with Cyclosporine A). All animals had been submitted to a bilateral ooforectomy. One of the removed ovaries had been
individualized and grafted in Greater Omentum. The animals from group C received 10mg/kg/dia of cyclosporine
subcutaneously during the period of the experiment. All animals had been submitted to a new surgical intervention after
aperiod of 33 days for identification of the receiving bedstead and withdrawal of the grafted ovary, beyond the uterus and
the vagina, followed of euthanasia. The parts had been submitted to the histological process of routine. Results: All
groups presented vaginal and uterine epithelium with one or two rows of simple cubical or cylindrical cells, spherical and
central nucleus. It also had great inflammatory reaction in all grafts, with necrosis areas. At the 20" day of the experiment,
one of the animals of group C died. Conclusion: It was concluded that the graft of the entire ovary in Greater Omentum of
rats in this sample, independently of the use of Cyclosporine, did not revealed viable.
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Introducéo

O implante ovariano preserva a funcéo deste 6rgao e
minimiza os efeitos indesejaveis do climatério precoce em
mulheres ooforectomizadas®. Isto se deve ao fato de que o
ovario de mamiferos, quando transplantado para um sitio
ectopico, torna-se hormonalmente competente e capaz de
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ovular dentro de poucas semanas?. No entanto, problemas
técnicos dos transplantes, como a incerteza do sucesso da
revascularizacdo do oOrgdo, a rejeicdo do tecido
transplantado e a toxicidade das drogas imunossupressoras,
freqlientemente obscurecem o objetivo original desse
topico®. Varios estudos experimentais estdo sendo
realizados com o objetivo de se conhecer a técnica operatéria
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mais adequada para a realizagcdo do enxerto*>®7, Como
exemplo, podem-se citar estudos realizados na regiéo sub-
peritonial de ratas, que apresentou eficacia de 50%°e na
regido subcutanea geniana de hamster, o qual apresentou
53,3%’. O enxerto autdlogo de ovario fragmentado no
omento maior de ratos mostrou-se também bastante viavel.®
Experimentos realizados com enxerto de bago neste mesmo
sitio, mostraram que h& maior integracdo e melhor
desenvolvimento do 6rgéo transplantado, comparando-se
os dados aos resultados obtidos com enxertos de baco na
tela sub-cuténea de ratos. Isto ocorre provavelmente devido
ao estabelecimento de melhor irrigacdo do tecido, ocorrendo
entdo diminuicdo da necrose e da fibrose.® Uma alternativa
a ser estudada é a administracdo de ciclosporina A, um
decapeptideo de origem fangica, que, usada como droga
imunossupressora, permitiu o renascimento dos
transplantes de coracdo, figado e pulméo, uma vez que ndo
causa mielossupressao. A ciclosporina A age nos linfécitos
T auxiliares (Th) e linfécitos T citotéxico (Tc), inibindo a
produgdo de citocinas, como a IL-2. Dentre seus efeitos
colaterais, destacam-se: hipertensdo arterial, nefro, neuro e
hepatotoxicidade.

Existem numerosas afec¢Bes que levam ao
estabelecimento de perda da funcéo ovariana, como casos
de pacientes do sexo feminino com cancer submetidas a
quimioterapia e/ou radioterapia, que estdo em risco de sofrer
menopausa, associada a efeitos adversos na salde em geral.
Dentre as alternativas para restaurar funcdo ovariana, o
enxerto de ovario tem sido considerado a mais fisiological.
Devido a grande contribuicdo que o estudo de tal
procedimento pode trazer para o aprimoramento das técnicas
de enxerto, este trabalho se propde a analisar
experimentalmente o enxerto heterélogo de ovario na bolsa
omental de ratas tratando-as com ciclosporina A.

Objetivo

Estudar comparativamente o enxerto autologo e
heterélogo de ovario na bolsa omental de ratas, utilizando
ciclosporina A.

Métodos
Amostra

No presente estudo, foram utilizados 20 ratos ( Rattus
norvegicus albinus ), da linhagem Wistar, fémeas, virgens,
adultos, pesando entre 250-300 gramas, provenientes do
biotério do instituto Evandro Chagas ( Belém-Pard ),
adaptados ao Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE)
da Universidade do Estado do Para (UEPA) por 15 dias
antes do inicio do experimento, mantidos em ambiente
controlado, com agua e racédo ad libitum. Os animais foram
distribuidos por randomizagédo em quatro grupos de estudo,
os quais foram denominados grupo controle, cujos animais
foram submetidos a ooforectomia; grupo A, no qual os
animais foram submetidos a ooforectomia e enxerto autélogo
de ovario; grupo H, no qual os animais foram submetidos a
ooforectomia e enxerto heterdlogo de ovario; e grupo C, no
qual os animais foram submetidos a ooforectomia, enxerto
heterdlogo de ovario e tratamento com ciclosporina A.

Procedimentos

Todos os animais, sob anestesia inalatéria de éter
etilico, foram submetidos a ooforectomia bilateral, através
de incisdo abdominal xifo-pubica, identificacdo de ambos
0s ovarios, resseccdo de cada ovario incluindo o terco
proximal do corno uterino e sintese de corno uterino com
um né simples com fio de nailon monofilamentado 3-0.

Imediatamente ap6s a ooforectomia nos animais, no
mesmo ato operatorio, um dos ovarios removidos foi
individualizado do fragmento de corno uterino e mantido
em soro fisioldgico em temperatura ambiente durante a
confeccdo do leito para recebimento do enxerto no omento
maior do animal. A técnica consistiu no implante do ovério
integro no omento maior por sutura omento-omental
envolvente, com pontos separados de mononylon 4-0
simples. Os animais do grupo C receberam apds a
intervengdo cirdrgica a dose de 10mg/kg/dia de ciclosporina
por via subcutanea durante todo o periodo do experimento.

Todos os animais foram submetidos a uma nova
intervencdo cirdrgica, apés um periodo de 33 dias, para
identificacdo do leito receptor e retirada do ovario
transplantado, além do Gtero e da vagina.

FIGURA 1-Exposicéo dos ovarios, Utero e bexiga.

FIGURA 2 - Ooforectomia bilateral.
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FIGURA 3 —Preparac¢do do Omento Maior para recebimento
do enxerto.

FIGURA 4 -Bolsa omental.

As pecas foram fixadas em formol a 10% por sete dias,
apods o qual foram submetidos a processamento histoldgico
de rotina. Os cortes foram obtidos em micrétomo ajustado
para 5 micrémetros, corados pela Hematoxilina-eosina e
analisados ao microscépio optico.

Todos os animais foram submetidos a eutanasia com
dose letal de éter etilico ao final do experimento.

Resultados

Todos os grupos do experimento apresentaram
epitélios vaginal e uterino com 1 a 2 fileiras de células ctbicas
ou cilindricas simples, ndcleo arredondado e central. Nos
grupos A, H e C houve grande reacdo inflamatéria
envolvendo o omento maior e 0 enxerto, com areas de
necrose ou hialinizagdo. Houve 6bito de um animal do grupo
C no 20° dia do experimento.

TABELA 1 - Caracteristicas histologicas do ovario no grupo
enxerto autélogo de ovario em ratas.

Presenga  Auséncia  Total

Foliculos 0 5 5
Cistos foliculares 2 3 5
Corpo Luteo 0 5 5
Necrose 2 3 5
Vasos Congestos 5 0 5
Fibrose 2 1 5
FONTE: Protocolo histoldgico do trabalho.
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FIGURA 1 - Caracteristicas histologicas do ovario no grupo
enxerto autologo de ovario.

FIGURAS5 — Administragdo de CiclosporinaA.
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TABELA 2 - Caracteristicas histologicas do ovario no grupo
enxerto heterdlogo de ovéario em ratas.

Presenga  Auséncia  Total
Foliculos 0 5 5
Cistos foliculares 2 3 5
Corpo Luteo 0 5 5
Necrose 1 4 5
Vasos Congestos 5 0 5
Fibrose 4 1 5

FONTE: Protocolo histoldgico do trabalho.



Estudo da viabilidade do enxerto de ovério na bolsa omental de ratos utilizando Ciclosporina A

W Presenca
W Auséncia
@ Total

Vasos
Congestos

Corpo
Luteo

Faliculos

FIGURA 2 - Caracteristicas histolégicas do ovario no grupo
enxerto heterdlogo de ovario.

TABELA 3 - Caracteristicas histolégicas do ovario no grupo
enxerto heterdlogo de ovario em ratas,
associado ao tratamento com Ciclosporina A.

Presenca  Auséncia  Total

Foliculos 0 4 4
Cistos foliculares 2 2 4
Corpo Luteo 0 4 4
Necrose 1 3 4
Vasos Congestos 1 3 4
Fibrose 3 1 4
FONTE: Protocolo histoldgico
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FIGURA 3 - Caracteristicas histolégicas do ovario no grupo
enxerto heterodlogo de ovarioassociado ao
tratamento com Ciclosporina A.

Discussao

Infertilidade e menopausa precoce podem ser
emocional e fisicamente devastadores.

Com a realizacdo da histerectomia e outros
procedimentos pélvicos, muitas vezes 0s ovarios sdo
retirados, o que promove insuficiéncia hormonal que pode
evoluir, em médio prazo, com osteoporose e outras
complicagdes sistémicas. 8 Nestes casos, o transplante,
autélogo ou heterélogo de ovario, corresponde a uma
alternativa viavel para a restauracdo da funcdo ovariana.
No entanto, um dos principais contratempos para 0 sucesso
deste procedimento € a vascularizacdo inadequada do 6rgao,
que leva a isquemia e necrose de grande parte do tecido
enxertado. Baseado nisso, afirmou-se por algum tempo que
a maior énfase das pesquisas deveriam ser em torno das
anastomoses microvasculares e suas implicagoes.®

Contudo, trabalhos posteriores notaram que alguns

ovarios apresentavam anexos vasculares ja em torno de 24
horas ap6s o transplante, e que ap6s 48 horas,
apresentavam-se profusamente revascularizados, sugerindo
que a neovascularizagdo é ativa e agudamente promovida
pelo proprio 6rgdo enxertado, mesmo na auséncia das
anastomoses microvasculares.

Estes resultados sugerem também, que o aumento da
secrecdo das gonadotrofinas, contribui para a
revascularizacdo do enxerto de ovario, regulando a
expressdo génica dos dois maiores fatores angiogénicos
(Fator de Crescimento Endotelial Vascular e Fator de
Crescimento Transformante a ). Apesar do grande estimulo
a angiogénese levar a uma revasculariza¢do precoce do
orgdo, enfrenta-se ainda outras dificuldades, como a reacdo
inflamatdria que pode ocorrer, mesmo nos transplantes
autologos, provocando perda importante de tecido e
funcionalidade do 6rgdo. Visando diminuir este problema,
foi feito o uso de um potente imussupresor: a ciclosporina
A, que néo obteve sucesso neste trabalho, comparando-se
0 grupo C aos grupos que ndo a receberam, o que levou a
pensar inicialmente que o motivo que inviabilizou o enxerto
ndo seria de origem imunoldgica e sim isquémica. Porém,
com a analise microscoépica, notou-se presenca de grande
quantidade de células inflamatérias, principalmente
polimorfonucleares, tanto no enxerto quanto no omento
maior subjacente das ratas em todos os grupos. Observou-
se, além de intensa reacdo inflamatoria, presenca de necrose
tecidual, hialinizacdo e vasos congestos nos tecidos
enxertados, suscitando a possibilidade de imunossupressdo
inadequada, talvez pelo volume de Ciclosporina utilizado
ter sido insuficiente.

Apesar dessa imunossupresséo ineficiente, ocorreu
obito de um dos animais do grupo Ciclosporina no 14° dia
de pos-operatério, possivelmente pelo efeito toxico da
Ciclosporina A ou pela grande suscetibilidade a infeccGes
que o animal imunossuprimido apresenta. Pesquisas
mostraram que a ciclosporina A apresenta acOes deletérias
em ratas ooforectomizadas, exacerbando os efeitos da
ooforectomia: acelerando o alto indice de osteopenia
associado a deficiéncia de estrogénio e levando a um
aumento da glicose sanguinea. Neste caso foi estudada a
dose de Ciclosporina A de 15mg/kg e notou-se efeito protetor
com a administracdo de Raloxifene (composto semelhante
ao estrogénio)®. Esperava-se no presente estudo que o
enxerto também exercesse uma funcéo protetora em relagéo
ao metabolismo das ratas, no entanto, notou-se que 0s
efeitos téxicos da Ciclosporina e a vulnerabilidade devido a
imunossupressdo permaneceram elevados, levando ao
o6bito de um dos animais do grupo Ciclosporina, mesmo
com a utilizacdo de dose mais baixa da droga (10mg/kg).

Contudo, estudos com coelhos, chegaram a concluséo
de que o transplante tubo-ovariano heterélogo é viavel
nesses animais, e que a Ciclosporina A melhora ndo apenas
a viabilidade da tuba uterina, mas também a fungdo ovariana
apos o tranplante, permitindo que ocorresse prenhes em
38% das ratas do grupo que recebeu ciclosporina A, que é
um percentual elevado, principalmente comparando-se ao
grupo que ndo recebeu a droga, o qual ndo apresentou
nenhuma prenhes.*Essa a¢do benéfica da Ciclosporina no
enxerto, pode ser melhor entendida com a pesquisa a
respeito da acdo da Ciclosporina A sobre a fungdo ovariana,
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a qual concluiu que ha uma repercussdo direta da
Ciclosporina sobre os niveis das gonadotrofinas. Notou-
se, que ocorre um aumento de Hormonio luteinizante e
Hormonio foliculo estimulante, a partir do segundo dia de
admnistracdo da Ciclosporina, mesmo em animais que
mantém seus ovarios intactos.'> Com isso, além da protecao
do enxerto, evitando-se o processo inflamatério, haveria
também um maior estimulo a neo-formagcéo vascular, devido
ao aumento do nivel sérico das gonadotrofinas, que como
foi visto, pode ter acdo estimulante sobre a revascularizacdo
do 6rgédo enxertado.

Apesar dessa acdo favoravel da Ciclosporina A em
relacdo ao enxerto, no trabalho realizado a partir do
transplante tubo-ovarino em coelhos, ocorreu ébito de 36%
dos animais do grupo que recebeu a droga, portanto, 0s
efeitos deletérios da drogas foram bastante elevados,
praticamente equiparando-se ao ndmero de animais que
obtiveram sucesso com o procedimento. Desse modo, é
importante que as pesquisas futuras baseiem-se em
medicagfes menos toxicas, talvez antiinflamatorios
alternativos como certas plantas medicinais de uso popular,
por exemplo, a Copaiba, que além de efeito antiinflamatdrio,
mostrou ter efeito estrogénico com aplicagdo tépica em
vagina de ratas *2. O percentual de ratas com ciclo estral
normal apos o enxerto varia também em fungéo do sitio de
implantacdo do enxerto. Cerca de 50% dos enxertos
autélogos de ovario integro realizados no espago
subperitoneal mostram-se viaveis, com desenvolvimento
da foliculogénese compativel com a normalidade. ¢

Um estudo comparativo, realizado com o enxerto de
ovario integro ou fragmentado no omento maior, notou que
apenas 13% das ratas que receberam enxerto de ovario
integro apresentaram ciclo (completo ou incompleto) trés
meses ap6s o procedimento. Enquanto o enxerto de ovario
fragmentado alcancou resultados significativamente
melhores, chegando a 53% de ratas com ciclo completo ou
incompleto trés meses apds o implante autdlogo de ovério
fatiado. Isto ocorre porque a fragmentacdo do 6rgao
enxertado em omento maior evita o inconveniente processo
isquémico que ocorre no transplante do ovario integro.®

Com a percentagem de ratas em estro no grupo que
recebeu enxerto integro de ovario (13%), nota-se a
possibilidade de que o nimero de ratas utilizadas no
presente estudo tenha sido insuficiente, devendo-se
estender o nimero de animais dos grupos que receberam
enxerto autélogo ou heterdlogo de ovério para no minimo
15 ratas. O fato de que o atual trabalho valeu-se da mesma
técnica utilizada no enxerto de ovario subperitoneal em ratas
(eficacia de 50%), mas ndo obteve 0 mesmo sucesso, indica
que possivelmente o espaco subperitoneal seja um local
mais adequado para a enxertia do ovario, quando comparado
ao omento maior.

Este dado, ndo estd de acordo com a pesquisa feita
através do enxerto autélogo de bago no omento maior e na
tela sub-cuténea de ratas, que resultou em melhor
desenvolvimento do drgao transplantado no omento maior,
havendo maior integracdo e melhor desenvolvimento do
orgdo, devido ao estabelecimento de uma melhor irrigagdo
do tecido, ocorrendo entdo diminuicdo da necrose e da
fibrose neste sitio & No presente estudo, este achado ndo
ocorreu, visto que praticamente todos os animais estudados
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apresentaram necrose ou fibrose no ovario enxertado. Pode-
se notar em todos 0s grupo, presenca de reacdo inflamatéria
extensa em todo o omento maior, provavelmente devido
também ao proprio trauma cirdrgico, que talvez tivesse
obtido maior éxito se realizado através de incisdo menor,
ocasionando menor reacdo inflamatéria no abdome como
um todo; associado a trauma, tem-se ainda a ineficiente
imunossupressao, que ndo foi capaz de controlar esta reacéo
imunoldgica.

Portanto, o enxerto de ovario integro realizado em
omento maior de ratas, independente do uso ou ndo da
Ciclosporina A, ndo mostrou-se viavel de acordo com o
método utilizado. A dose adequada de Ciclosporina, o uso
de substancias anti-inflamatérias e o enxerto do ovario
fragmentado, seriam alternativas interessantes a serem
pesquisadas para melhorar os indices apresentados neste
trabalho.

Conclusao

O enxerto de ovario integro realizado em omento maior
de ratas, nesta amostra, independente do uso da
Ciclosporina, ndo se mostrou viavel.
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