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Histoarquitetura, função endócrina e taxa de gravidez 
após auto-implante ovariano ortotópico íntegro e fatiado em coelha
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RESUMO
OBJETIVOS: verificar a possibilidade de gestação natural em coelha, após ooforectomia total bilateral e auto-implante ovariano ortotópico (íntegro e fatiado), sem pedículo vascular e avaliar os aspectos morfofuncionais dos ovários reimplantados. 
MÉTODOS: foram utilizadas trinta e duas coelhas da raça Nova Zelândia Branca. No grupo controle (GC) (n=8) foi realizada apenas laparotomia e laparorrafia. No grupo RI (n=8), reimplantou-se o ovário na forma íntegra. No grupo RF (n=8), reimplantou-se o ovário na forma fatiada e, no grupo RIF (n=8), reimplantou-se, de um lado, o ovário íntegro e, do outro lado, fatiado. A partir do terceiro mês pós-operatório, cada coelha foi colocada em gaiola junto com um macho fértil, para cópula. Dosou-se o estradiol, a progesterona, o hormônio folículo-estimulante e o hormônio luteinizante de cada animal no nono mês pós-operatório. Foram estudadas as morfologias macro e microscópica dos ovários, tubas e útero, de todos os animais. O número de gestações e de filhotes nascidos em cada grupo foi avaliado por meio do teste 2 e as dosagens hormonais foram comparadas pelo teste t de Student, considerando p<0,05 como significância. 
RESULTADOS: todas as coelhas do GC engravidaram, entre o segundo e terceiro meses após início da cópula, com número de filhotes variando entre 6 e 10 animais. Nos demais grupos, as gestações ocorreram entre o quinto e o oitavo mês pós-operatório. A porcentagem de gravidez observada foi de 37,5% no grupo RI e 50% nos grupos RF e RIF. Não houve diferença entre os números de filhotes dos grupos com ovários reimplantados, que foi de 1 a 4 animais. Os níveis hormonais e o estudo morfofuncional dos ovários, tubas e úteros não apresentaram diferenças entre os grupos. 
CONCLUSÕES: o auto-implante ovariano ortotópico em coelhas, na forma íntegra ou fatiada, sem pedículo vascular, é viável, além de preservar as funções hormonais e a fertilidade. 
Palavras-chave: Auto-implante ovariano. Enxerto ovariano. Infertilidade.
ABSTRACT
PURPOSE: to assess the natural pregnancy rates in rabbits submitted to bilateral oophorectomy and orthotopic autologous (both intact and sliced) ovarian transplantation without vascular pedicle and to verify the morphofunctional aspects of reimplanted ovaries. 
METHOD: thirty-two female New Zealand White rabbits were studied. The ovaries were removed and orthotopically replaced without vascular anastomosis. In the control group (GC) (n=8), only laparotomy was carried out. In the RI group (n=8) intact ovaries were reimplanted in both sides. In the RF group (n=8) the ovaries were sliced and orthotopically reimplanted. In the RIF group (n=8), in one side the intact ovary and in the other side the sliced ovary was reimplanted.Three months later, the animals were paired with sexually mature males for copulation. Estradiol, progesterone, follicle stimulating hormone and luteinizing hormone levels were assessed nine months after surgery. Histologic study of the transplanted ovaries, tubes and uteri was carried out, and the number of pregnancies and animals per litter in each group was taken into account as well. The 2 test compared the pregnancy and the litters between the groups. Student's t test compared the hormone determinations. Significance was set at p<0.05. 
RESULTS: pregnancies occurred in all rabbits of the GC, between the second and third months after copulation, with 6 to 10 animals per litter for animal. In the other groups, the pregnancies occurred between the fifth and eighth postoperative month. Pregnancies occurred in 37.5% of rabbits in group RI, and in 50% of the RF and RIF groups. There was no difference between the number of animals per litter in the reimplanted groups, with 1 to 4 animals per litter for each animal. Hormone levels and histology confirmed the vitality of all ovaries. 
CONCLUSIONS: intact or sliced orthotopic autologous ovarian transplantation without vascular pedicle is viable in rabbits, and preserves the hormonal and fertile functions. 
Keywords: Ovary. Ovarian transplantation. Ovarian graft. Inferlility. 
Introdução 
O conceito de transplante ovariano na medicina reprodutiva não é novo. Os primeiros relatos foram de Robert Morris e Knauer, visando ao rejuvenescimento mediante a manutenção dos níveis dos esteróides gonadais após o climatério1. A partir da década de 1940, com o advento das pílulas de reposição hormonal, houve uma diminuição das investigações sobre o transplante ovariano. Entretanto, foi apenas no final do século XX que aumentou o interesse pelo transplante ovariano, graças aos conceitos emergentes de endocrinologia e imunologia, que possibilitaram investigação mais apurada com base em transplante experimental1. 
Atualmente, esse procedimento vem sendo considerado uma alternativa viável para a manutenção hormonal fisiológica em mulheres submetidas à retirada de ovários normais por processos neoplásicos ou infecciosos pélvicos2,3.
A maioria dos trabalhos experimentais sobre implantes ovarianos visa principalmente à manutenção da função endócrina4,5 e à restauração da capacidade reprodutiva6. Parrott7 já havia verificado fertilidade em cobaias após reimplante ovariano. Nos últimos anos, tornou-se possível a manutenção da gravidez em casos de ooforectomia, com métodos distintos, tais como criopreservação de ovário, transplante de folículos ou auto-implante ovariano8,9. 
Ainda são poucos os estudos nos quais a recuperação da função ovariana após transplante de folículos possibilitou índices reprodutivos adequados10. Segundo a maioria dos autores, o pedículo vascular em casos de auto-implante ovariano é fundamental para a viabilidade do órgão11, já que os implantes avasculares que preservam a função endócrina acompanham-se de índices gestacionais inexpressivos12-14.
Os objetivos do presente trabalho foram verificar a ocorrência de gestação natural em coelhas e avaliar aspectos morfológicos e endócrinos de implantes ovarianos autógenos, fixados em posição ortotópica (no mesmo local de onde o ovário foi retirado), na forma íntegra e fatiada, sem pedículo vascular. 
Material e Métodos 
Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendações das Normas Internacionais de Proteção aos Animais15 e do Código Brasileiro de Experimentação Animal (1988), tendo sido aprovado pela Comissão de Ética do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 
Foram estudados 42 coelhos (Oryctogalus cuniculus) da raça Nova Zelândia Branca, sendo 32 fêmeas e dez machos sabidamente férteis. No início do experimento, todos os coelhos estavam com 4 meses de idade, sexualmente maduros e com peso variando de 2.450 a 2.700 g. Os animais, provenientes do Biotério Central da Escola de Veterinária da UFMG foram mantidos em gaiolas individuais, onde receberam ração e água à vontade. No pré-operatório, todos permaneceram em adaptação e observação do estado de saúde por 20 dias. Após este período os animais foram mantidos em jejum pré-operatório de 12 horas. 
As coelhas foram aleatoriamente distribuídas em dois grupos: grupo controle (GC) (n = 8): apenas laparotomia mediana e laparorrafia e grupo reimplante (GR) (n = 24): laparotomia mediana e ooforectomia bilateral. Os animais ooforectomizados foram distribuídos em três subgrupos (n = 8), de acordo com o método usado para reimplante ovariano: Subgrupo GRI (n = 8): íntegro bilateral; subgrupo GRF (n = 8): fatiado bilateral; subgrupo GRIF (n = 8): íntegro de um lado e fatiado do outro lado. 
Todos os animais receberam antibioticoprofilaxia com cefadroxil (Cefamox; Bristol-Myers-Squibb, São Paulo) na dose de 50 mg/kg dissolvida em 10 mL de leite e administrada por cateter orogástrico 30 minutos antes do procedimento cirúrgico. 
A anestesia foi induzida com injeção intramuscular na região glútea de cloridrato de ketamina (Ketalar®, Pfizer, São Paulo) a 5%, na dose de 50 mg/kg. Quando necessário, foi aplicado adicionalmente um quarto da dose inicial do anestésico12,20. Durante todo o período anestésico, foram observadas as freqüências cardíaca e respiratória, além da movimentação voluntária dos coelhos, com vista a detectar possíveis complicações.
Após tricotomia do abdome, realizou-se anti-sepsia com solução de iodopolivinilpirrolidona (PVPI®) degermante seguida por solução alcoólica de iodo a 2%. A anti-sepsia foi seguida pela colocação de campos operatórios.
Após a laparotomia mediana infra-umbilical, identificação do útero, das tubas uterinas e dos ovários, os animais do GC (n=8) foram fechados com suturas contínuas em dois planos: aponeurose, com fio de poliglactina 2-0 (Vicryl®, Ethicon, São Paulo) e pele, com náilon 3-0 (Nylon®, Ethicon, São Paulo). Nos animais do GR (n=24), realizou-se ooforectomia bilateral, preservando-se a integridade das tubas uterinas. Em seguida, os ovários foram reimplantados nos mesmos locais de onde foram retirados, utilizando fio náilon 5-0 de acordo com os subgrupos: GRI - reimplante bilateral de ovários íntegros; GRF - reimplante bilateral de ovários fatiados longitudinalmente em três segmentos de 2 mm de espessura; GRIF - reimplante de ovário íntegro de um lado e fatiado do outro, aleatoriamente. 
Após o ato cirúrgico, as coelhas receberam ração e água previamente filtrada em recipientes próprios, ad libitum, e foram mantidas em gaiolas individuais, em condições adequadas de higiene, ventilação e iluminação. 
Decorridos três meses da cirurgia, as fê-meas foram colocadas diariamente com um macho diferente sabidamente fértil para cópula, durante outros seis meses. A troca dos machos foi aleatória e ininterrupta até perceber-se a gravidez na coelha. Nessa situação a fêmea era mantida sem companhia em sua gaiola até o término da gestação. Registraram-se o número de gestações e o número de filhotes em cada grupo, bem como qualquer complicação gestacional que pudesse ser observada. As coelhas do GC foram expostas ao acasalamento, seguindo a mesma conduta descrita para as fêmeas com ovários reimplantados.
Seis meses após o início do acasalamento, foram colhidas amostras sangüíneas, por punção da veia cava abdominal, para dosagens de estradiol, progesterona, hormônio folículo-estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), pouco antes do sacrifício do animal. Os valores hormonais obtidos nas coelhas do GC foram considerados como valores de referência para os demais grupos, tendo em vista que não houve estudo hormonal prévio nas coelhas operadas. A quantificação hormonal seguiu o método de imunofluorimetria para os hormônios gonadais e hipofisários. Nesse método, a substância a ser analisada reage com anticorpos previamente marcados na solução. Anticorpos residuais se ligam aos antígenos ligados à fase sólida. Esse complexo é lavado, e a intensidade de fluorescência obtida é inversamente relacionada à substância em análise. Esse método é adaptado para dosagens de haptenos e proteínas complexas. A principal vantagem da imunofluorimetria é a redução da interferência por substâncias naturalmente fluorescentes em amostras sangüíneas, que são eliminadas durante o processo de separação das fases sólidas e líquidas.
Ao final do período de acompanhamento, após o nascimento dos filhotes ou decorridos nove meses, nas coelhas que não levaram a gestação a termo, todas as coelhas foram mortas com dose inalatória letal de éter, após anestesia profunda com ketamina (50 mg/kg). As cavidades torácica e abdominal, bem como seus órgãos, foram cuidadosamente estudados por meio de toracolaparotomia mediana. Retiraram-se o útero, os ovários e as tubas uterinas de todas as coelhas. Fragmentos de 5 µm foram obtidos de cada estrutura, sendo parte deles fixados em solução de Bouin e outra parte em solução de formaldeído a 4% (formol a 10%). Em seguida, os fragmentos fixados foram preparados para inclusão em parafina, sendo mergulhados consecutivamente em álcool a 70%, álcool a 80%, álcool a 90% e álcool absoluto, durante uma hora para cada solução. O álcool absoluto foi trocado duas vezes, totalizando três horas de contato com os fragmentos, que então foram transferidos para recipientes com xilol, onde ficaram durante duas horas para diafanização, sendo essa solução trocada após a primeira hora. Em seguida, foram alocados em recipientes com parafina e levados para uma estufa a vácuo onde permaneceram por uma hora. Na próxima etapa, os fragmentos foram incluídos em blocos de parafina histológica (Histosec®). Posteriormente, foram feitos cortes teciduais de 4 µm nos blocos de parafina, utilizando micrótomo rotativo (LEICA, modelo RM2125, Alemanha). Os cortes foram fixados sobre lâminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina (HE) para estudo histológico de rotina. A viabilidade ovariana foi avaliada baseada nos seguintes parâmetros: presença de angiogênese, qualificação dos folículos ovarianos e presença de corpos lúteos. 
Foram utilizados os testes 2 com correção de Yates para pequenas amostras para comparar o número de gestações bem sucedidas e o número de filhotes, e o teste t de Student para comparar as dosagens hormonais (estradiol, progesterona, FSH e LH). As diferenças foram consideradas significativas para valores correspondentes a p<0,0518. Os testes estatísticos foram realizados utilizando o software Prism® versão 3-0 e Epi-Info® versão 6.04. 
Resultados 
Todos os animais recuperaram-se espontaneamente das cirurgias e sobreviveram durante os nove meses do experimento, sem intercorrências.
A Tabela 1 mostra os valores hormonais obtidos de todos os animais. Hormônios ovarianos foram detectados em todas as coelhas com ovários reimplantados, mesmo naquelas em que não se verificou gestação. Não houve diferença entre as médias dos valores hormonais dos diversos subgrupos e as do GC (p>0,05). 
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Na segunda laparotomia, observou-se que a cavidade abdominal das coelhas do GC apresentavam aspecto normal. O exame macroscópico dos órgãos reprodutores mostrou ovários em topografia normal com preservação de sua parte externa e ausência de fibrose ou reações inflamatórias aparentes. O útero e as tubas das coelhas também não apresentaram alterações anatômicas. Observaram-se em duas coelhas (GC3 e GC7) aderências frouxas entre o intestino delgado e a parede abdominal. 
O exame macroscópico das coelhas do GR que engravidaram mostrou ovários com preservação de sua parte externa e ausência de fibrose ou reações inflamatórias. Todavia, nas coelhas que não engravidaram encontrou-se hidrossalpinge em dois animais (GRI3 e GRF6), além de múltiplas aderências locais entre ovário, tuba e intestino nas outras duas coelhas (GRF2 e GRIF5). Não se observaram diferenças entre os ovários íntegros e os fatiados. O útero de todos os animais tinha aspecto normal. O restante da cavidade abdominal permaneceu sem alterações. Não houve alterações macroscópicas nos demais órgãos abdominais. 
À análise histológica dos órgãos reprodutores das coelhas do GC encontrou-se mesossalpingite em uma coelha (GC2). Não foram observadas outras alterações ovarianas. Em uma outra coelha (GC4) foi identificada hipotrofia tubária à direita. O útero mostrou-se de aspecto normal, com tecido endometrial típico das várias fases de proliferação. 
No GR, a histoarquitetura de todos os ovários reimplantados foi preservada. Não foram encontradas diferenças entre os ovários reimplantados íntegros e fatiados. A viabilidade ovariana foi confirmada pela presença de angiogênese, folículos em diferentes estádios de maturação e luteinização, bem como de cistos foliculares. Não houve sinais de isquemia ou necrose. As tubas das coelhas que engravidaram mostraram aspecto semelhante ao GC, com microvilosidades bem desenvolvidas e ausência de sinais inflamatórios ou degenerativos. Todavia, em quatro das 13 coelhas que não engravidaram foram encontradas alterações histológicas, com hidrossalpinge e múltiplas aderências locais entre ovário, tuba e intestino. A histoarquitetura uterina de ambos os grupos foi mantida, com endométrio em várias fases de proliferação, compatíveis com o ciclo estral normal, indicando adequada produção hormonal. 
Quanto à fertilidade, todas as coelhas do GC engravidaram, metade após dois meses e a outra metade três meses após o início dos cruzamentos. O número de filhotes variou entre 6 e 10 animais. 
O índice de fertilidade do GR foi inferior ao encontrado no GC (p<0,05). No GRI, três coelhas (37,5%) levaram sua gestação a termo. Os partos ocorreram, em duas coelhas no 5º mês pós-operatório, com o nascimento de dois e três filhotes, respectivamente, e em outra, no 6º mês pós-operatório, com o nascimento de um filhote (Tabela 2).
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No GRF, quatro coelhas (50%) levaram a sua gestação a termo. Os partos ocorreram, em uma coelha no 5º mês pós-operatório, com o nascimento de quatro filhotes; em outra, no 6º mês pós-operatório, com nascimento de um filhote, e nas outras duas, no 7º mês pós-operatório, sendo uma com dois filhotes e a outra com três filhotes (Tabela 2). 
No GRIF, o índice de gestação a termo também foi de 50%. Os partos ocorreram, em uma coelha no 5º mês pós-operatório, com o nascimento de um filhote; em outra, no 6º mês pós-operatório, com nascimento de três filhotes, e nas outras duas, no 8º mês pós-operatório, sendo uma com um filhote e a outra com dois filhotes (Tabela 2). 
Não houve diferenças entre o GC e os demais subgrupos em relação ao número de gestações (GRI (p=0,121), GRF (p=0,28), GRIF (p=0,28)). 
Discussão 
Diversas técnicas experimentais de auto-implante ovariano vêm sendo pesquisadas19-21. A multiplicidade de espécies animais e de métodos estudados para a preservação da função ovariana resulta em informações conflitantes quanto à eficácia da manutenção hormonal20-22. Optou-se pelo emprego de coelha como animal de experimentação a partir da observação de sua boa capacidade reprodutiva e da simplicidade do procedimento cirúrgico sem a necessidade de material especial. Foi considerada a experiência referente a transplante de órgãos e tecidos23,24. 
No presente trabalho, o objetivo não foi apenas preservar a função hormonal do ovário e diminuição dos efeitos indesejáveis do climatério precoce2,3, mas também verificar a capacidade reprodutiva. Na natureza e no biotério da UFMG, o número de filhotes por gestação em coelhas varia de 3 até 8 filhotes, com média de 5. No presente estudo, não houve diferença entre o número de filhotes em relação ao GC e os submetidos a cirurgia dos ovários. Além disso, o estudo microscópico não mostrou evidências que sugerissem alterações na função hormonal, como por exemplo, atrofia ou hiperplasia endometrial, fato esse comprovado também pelas dosagens de estradiol e progesterona, que se mantiveram dentro da faixa de normalidade. Não houve diferença entre o tempo para engravidar em relação aos subgrupos estudados e nem desses com o habitual em animais em cativeiro. 
O auto-implante ovariano ortotópico avascular foi um bom método para completa recuperação das funções ovarianas hormonal e reprodutiva. O suprimento sangüíneo é fator importante para manter a vitalidade tanto dos auto-implantes quanto dos transplantes de ovário. 
Os resultados do presente experimento confirmam que a função ovariana pode ser preservada após castração seguida de implante ovariano sem a realização de anastomose vascular em coelhos. Esse fato também fora constatado previamente em ratos25-27. A ausência de anastomose vascular não interferiu na vitalidade dos ovários, que mantiveram neoformação vascular adequada. Não foram detectadas complicações decorrentes da falta do restabelecimento vascular cirúrgico, pois nenhum dos animais apresentou sinais de isquemia ovariana. Esses achados contradizem alguns autores que consideram fundamental a revascularização cirúrgica dos enxertos ovarianos para a manutenção de sua funcionalidade11,18. 
Por outro lado, existem estudos que constataram ser a anastomose do pedículo vascular desnecessária para a manutenção da vitalidade e função ovariana. A intensa neovascularização que se forma em torno do ovário parece ser suficiente para conservar sua vitalidade4,5. Os elementos responsáveis pela estimulação da angiogênese ainda permanecem desconhecidos4. O tecido ovariano é uma rica fonte de fatores angiogênicos, que estimulam a rápida migração de células endoteliais nos casos de transplantes, o que leva ao restabelecimento da circulação sangüínea4,5. Dissen et al.9 implantaram córtex ovariano adjacente à veia jugular, e verificaram revascularização do enxerto 48 horas após o procedimento. Esse fenômeno acompanhou-se de aumento na expres são de agentes angiogênicos específicos, principalmente do fator de crescimento derivado do endotélio. Esses autores também sugeriram que a secreção de gonadotropinas desempenha papel significativo na resposta vascular. 
Dentre as gonadotropinas hipofisárias, o FSH parece ser o mais importante, devido ao estímulo à mitose celular da granulosa e à inibição de sua apoptose. O tratamento de folículos antrais de ratos com doses crescentes de FSH causam supressão da fragmentação do DNA dose-dependente, atingindo a supressão máxima de 60%18. Em decorrência da privação de fatores mitogênicos e tróficos, como as gonadotropinas e os esteróides ovarianos, há lesão por apoptose das células do ovário. A dosagem de FSH manteve-se dentro dos limites da normalidade nos grupos estudados. 
Um fator descrito como de importância para a sobrevida e desenvolvimento folicular após a retirada cirúrgica dos ovários é a temperatura média de conservação do tecido. Ao contrário de outros modelos de transplante de órgãos, o tecido ovariano mantido a temperaturas em torno de 37ºC mostra melhor conservação se comparado ao armazenamento em gelo. É possível que os oócitos primordiais e folículos primários tenham a mesma sensibilidade a temperaturas baixas, assim como os oócitos e folículos maduros8. Durante o ato operatório, tomou-se o cuidado de realizar o reimplante dos ovários logo após a ooforectomia, com o intuito de se manter a temperatura ovariana o mais próximo da fisiológica, minimizando as possíveis perdas de células ovarianas. 
A avaliação macroscópica e microscópica não mostrou diferenças quanto à preservação ovariana quando se implantava na forma íntegra ou fatiada. Por outro lado, em estudo prévio com ratas, os resultados hormonais foram melhores no grupo de reimplante ovariano fatiado25-27. Contudo, essa diferença não foi verificada na coelha. Cabe, portanto, considerar que o implante ovariano fatiado possa ser mais eficaz do que o íntegro. Diante da falta da uniformidade entre os resultados das duas espécies estudadas por nós e aparente ausência de subsídios da literatura para essa questão, é fundamental prosseguir nesta linha de pesquisa, em busca da resposta a esse problema. 
Embora as gestações das coelhas do GRI (íntegro bilateral) tenham sido em menor número do que a dos GRF (fatiado bilateral) e GRIF (íntegro de um lado e fatiado do outro), essa diferença não foi significativa. Cabe ressaltar que a freqüência gestacional obtida neste trabalho e em outros estudos desta linha de pesquisa25,26 foi superior à alcançada por outros autores12,17. 
A infertilidade de algumas coelhas pode ser atribuída à presença de aderências tubo-ovarianas e outros fenômenos inflamatórios presente nas tubas uterinas. Embora não tenha sido evidenciada gravidez, a função endócrina ovariana dessas coelhas também se manteve preservada. É pertinente supor a ocorrência de gestação não identificada ao longo do período de acompanhamento que foi interrompida com abortamento. Os abortamentos ocorrem naturalmente em animais e a literatura mostra uma grande variedade de etiologias para esses abortamentos, incluindo alterações genéticas, anatômicas, hormonais e infecciosas, além de influência ambiental.
O período da coleta sangüínea para as dosagens hormonais coincidiu com a fase de puerpério em todas as coelhas do GC. O mesmo não ocorreu com os animais dos grupos submetidos aos procedimentos, o que explica a maior variação hormonal entre os animais de mesmo subgrupo. A dosagem de FSH não mostrou diferença significante entre os grupos controle e ooforectomizado. Esse fato mostra que os ovários reimplantados mantinham produção hormonal de estradiol dentro da normalidade, já que por mecanismo de retroalimentação, qualquer diminuição da produção de estradiol estimularia a liberação do FSH. 
A secreção basal de LH é suprimida pela combinação da progesterona secretada pelo corpo lúteo e do estradiol derivado dos folículos antrais14. Como a concentração de LH manteve-se dentro dos limites da normalidade nos grupos de reimplante e de transplante, tal fato comprova adequada produção hormonal nos ovários estudados. 
Concluindo, o auto-implante ovariano ortotópico, na forma íntegra ou fatiada, sem preservação do pedículo vascular, é viável e mantém as funções de produção hormonal e a fertilidade. 
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