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AUTOTRANSPLANTACAO DE OVARIO NO SUBCUTANEOE
CONSUMO FOLICULAR EM GATAS DOMESTICAS (Felis catus)
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Juliana Martins da Silva?, Cirilo Anténio de Paula Lima?, Sabrina Vaz dos Santos e Silva*

RESUMO

Os ovarios de fémeas mamiferas contém
um grande numero de foliculos em varios estagios
de desenvolvimento, porém, somente um pequeno
numero vai sofrer maturacao e ovulagao durante a
vida reprodutiva, pois a maioria sofre atresia. Para
aumentar a chance de sobrevivéncia desses
foliculos e diminuir o risco de extingao das espécies
ameacadas, o implante ovariano vem sendo estu-
dado amplamente. O objetivo desse estudo foi
estabelecer o consumo folicular dos ovarios re-
manescente e do implantado no subcutaneo de
gatas domésticas, apds 120 dias, pela quantificagao
e classificagdo morfométrica dos mesmos e em
relacdo a preservacao da organizagao tecidual.
Foram utilizadas treze gatas (Felis catus), sem raga
definida, distribuidas em dois grupos: G1 (Animais
1 a 7, com amostras de ovarios esquerdos para
controles e implantes e ovarios direitos remanes-
centes) e G2 (Animais 8 a 13, com amostras de
ovario direito para controle e implante e ovario es-
querdo remanescente). Apds ovariectomia unila-
teral, o ovario foi seccionado transversalmente em
trés segmentos proporcionais. Os dois tergos cranial
e caudal foram transplantados no subcutaneo, e o
terco médio foi para analise histoldgica de rotina
como controle. Decorridos 4 meses, retirou-se os
implantes e o ovario remanescente, para serem
observados em microscopia de luz. Os implantes
foram localizados em 38,4% das gatas e a histologia
mostrou grande numero de foliculos primordiais
(59,75%), foliculos primarios (40,25%) e fibroplasia
do tecido conjuntivo interfolicular. O nimero médio
de foliculos primarios foi maior no ovario implanta-

do (36,10/mm?) em relagdo ao ovario controle
(12,11/mm?) e ao ovario remanescente (16,27/
mm?). O ovério remanescente mostrou aspecto ma-
croscoépico normal e foliculos em todos os estagios
de desenvolvimento, com o niumero médio de
terciarios (1,12/mm?2) maior que no ovario controle
(0,96/mm?). Conclui-se que o autotransplante
ovariano no subcutaneo pode ser um método pro-
missor para garantir a preservagao folicular, mas
em gatas deve-se estudar melhor o local e o ta-
manho dos fragmentos. Seria util um tempo de
estudo maior que 120 dias para analisar o consumo
folicular nestes animais.

Palavras-chave: Gatas domésticas, autotransplante
ovariano, subcutadneo, consumo
folicular.

INTRODUCAO

A preservacao de espécies em extingdo ja
era uma preocupacgao quando Wildt et al. (1986)
defenderam a necessidade de programas de pro-
criacdo em jardins zoolégicos € em parques de
vida selvagem para sustentar as linhagens genéti-
cas e a biodiversidade. A maioria dos ovécitos
presentes em ovarios fetais & perdida antes do
nascimento e sé aproximadamente 400 vao ovular
durante o periodo de vida fértil normal da mulher
(DEPALO et al., 2003). Este consumo continuo
acelerado de ovoécitos é resultante de um meca-
nismo complexo de morte celular conhecido como
apoptose (MEDEIROS; YAMAMOTO, 1998). Se-
gundo Ponderato et al. (2000) e Markstrom et al.
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(2002), a atresia folicular € um processo regulado
por horménios e embora alguns fatores de cresci-
mento afetem a sobrevivéncia folicular, o meio
fisioldégico de regulagéo € o horménio foliculo es-
timulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH).
Cunningham (2004) relata que nao esta claro se
ha reducao absoluta, ou relativa, no numero de fo-
liculos ou se é a auséncia de receptores de gona-
dotrofinas que impede os foliculos de atingirem o
estagio de crescimento dependente de gonado-
trofina.

Além de estudar o consumo folicular, alter-
nativas promissoras na reproducdo vém sen-do
desenvolvidas, onde pesquisas indicam que ovarios
transplantados em locais heterotépicos podem
preservar a funcdo enddcrina, mantendo a viabi-
lidade folicular. Em cées, alguns pesquisadores
relatam o uso de autotransplante ovariano em mu-
cosa estomacal (DAVIES, 1989) e na tela subcu-
tanea (MATERA et al., 1998 e SCHOSSLER et al.,
1999), como alternativa de minimizar os efeitos inde-
sejaveis da ovariectomia.

Existe pouca literatura sobre o implante ova-
riano em gatas, apesar de Bristol; Woodruff (2004)
acreditarem que o gato doméstico € um modelo
ideal para estudar a dindmica folicular ovariana,
devido a abundancia de todas as populagoes de
foliculo, incluindo na fase primordial.

O objetivo desse estudo foi estabelecer a
taxa de consumo folicular no ovario remanescente
e no tecido ovariano autoélogo transplantado para o
subcutaneo de gatas domésticas, apos 120 dias,
pela quantificagéo e classificagado morfométrica dos
mesmos e em relagdo a preservagdo da organiza-
cao tecidual.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas treze gatas (Felis catus),
sem raga definida, clinicamente sadias e com idade
variando de 8 meses a 3 anos. Este trabalho foi
realizado de acordo com as Normas Internacionais
de Protecdo dos Animais, descritas por Cooper
(1985), e como recomenda Goldenberg (2000), em
seu editorial sobre a ética da pesquisa com animais.
As cirurgias foram realizadas no centro cirurgico
experimental do hospital veterinario e os resultados
processados no laboratério de histologia, ambos
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Os animais foram aleatoriamente divididos
em 2 grupos: G1 (Animais 1 a 7, com amostras de
ovario esquerdo para controle e implante e ovario
direito remanescente) e G2 (Animais 8 a 13, com
amostras de ovario direito para controle e implante

e ovario esquerdo remanescente).

Os animais no momento da ovariectomia
unilateral para realizagdo do implante autélogo
heterotdpico tiveram o ovario seccionado transver-
salmente em 3 segmentos proporcionais, pre-
servando as camadas cortical e medular. Os dois
tercos cranial e caudal foram transplantados na tela
subcutanea (com distancia média de 1,0 cm entre
eles), préximo da glandula mamaria abdominal
caudal (do respectivo atimero em que foi retirado
0 ovario), mediante um tunel obtido por pinga ana-
tébmica simples, aproveitando-se a incisdo mediana
ventral, antes da laparorrafia e dermorrafia. O leito
receptor foi fechado com a aplicagdo de um ponto
separado em forma de “U” com fio de nylon mo-
nofilamento 3-0.

O tergco médio do ovario seccionado foi fi-
xado em formol a 10% e processado segundo téc-
nica histoldgica rotineira com incluséo em parafina,
sendo este o tecido controle, com a finalidade de
obter informacgao do padrao ovariano.

O ovario remanescente ficou no seu local
de origem e nao foi manipulado, a fim de que apds
120 dias fosse retirado e medido o consumo foli-
cular, em relagao ao controle e também ao implante.

Decorridos os 120 dias, todos os animais
foram submetidos a ovariohisterectomia, com a
finalidade de se retirar os ovarios remanescentes
e os implantes ovarianos. Os ovarios remanescen-
tes foram seccionados em 3 partes iguais, sendo
desprezados os 2 tergos cranial e caudal. A porgcao
meédia e os ovarios implantados foram fixados em
formol a 10%, para estudo histoldgico.

Os segmentos ovarianos encaminhados
para estudo histolégico nos 2 momentos, foram pre-
parados segundo técnica histoldgica convencional
de Michalany (1980), e ap6s secagem, os blocos
foram cortados em micrétomo e aproveitados 3
cortes de 5mm de espessura de cada ovario,
desprezando-se 30 cortes entre cada um dos cole-
tados. As Idminas foram coradas com Hematoxi-
lina e Eosina.

As laminas foram observadas em micros-
copia de luz, captando-se em média trés imagens
de cada corte pelo programa de computador HL
image®. As imagens foram capturadas com objetiva
4x para foliculos terciarios e secundarios e 10x
para foliculos primordiais e primarios. Areas dessas
imagens foram mensuradas em mm? e convertidas
em mm? para que os foliculos presentes fossem
quantificados e classificados de acordo com o es-
tagio de desenvolvimento, observando também a
organizagao tecidual.

Os foliculos foram classificados com base
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em Karja et al. (2002), considerando-se o aspecto
morfolégico dos mesmos, da seguinte forma: foliculo
primordial com ovdcito localizado centralmente e
uma unica camada de células planas da granulosa
ao redor; foliculo primario com ovécito localizado
centralmente e camada unica de células da granu-
losa de formato cuboidal; foliculo secundario com
ovocito centralizado e varias camadas de células
da granulosa de formato cuboidal; foliculo terciario
com multiplas camadas de células da granulosa,
formacao de antro e presenca de células das tecas
interna e externa.

Com o objetivo de verificar a existéncia ou
ndo de diferencas estatisticamente significativas
entre as freqliéncias de foliculos ovarianos encon-
trados no ovario controle, no remanescente e no
implantado, foi aplicado o teste de Wilcoxon (SIE-
GEL, 1975). Todos os valores foram relativos aos
tipos de foliculos: primordial, primario, secundario
e terciario. A significancia estabelecida foi de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia de ovdcitos, segundo Mo-
rita; Tilly (1999) é uma batalha continua, levada
adiante nas fases primarias de desenvolvimento
ovariano fetal e por toda a vida do adulto. Esta
ausente segundo Wood et al. (1997), informacdes
sobre as mudangas dinamicas que acontecem
dentro dos ovdcitos nas espécies carnivoras e de
vida selvagem. A gata é ideal para este tipo de
analise porque todos os estagios foliculares, parti-
cularmente os foliculos ovaricos primordiais, podem
ser examinados em qualquer momento determinado.

A técnica cirurgica para a ovariectomia
inicial e ovariohisterectomia posterior foi a reco-
mendada por Christiansen (1988), Mialot (1988) e
Wilson; Hayes Jr (1986), de uso consagrado na
medicina veterinaria, pois sao de facil execugao e
evita complicagbes durante o ato cirurgico. A
técnica utilizada para o enxerto ovariano seguiu a
orientacdo de Le Roux; Van Der Valt (1978) e
atualmente de Matera et al. (1998), Schossler et
al. (1999) e Oktay et al. (2003). Apds a cirurgia, o
implante era claramente visivel e palpavel sob a
pele da regido abdominal das gatas, porém, ao
contrario dos autores anteriormente mencionados,
a monitoragao pela palpagao externa foi possivel
apenas no primeiro més apoés o implante, em parte
devido ao aumento de tecido adiposo acumulado
na regido abdominal. Segundo Weissman et al.
(1999) e Kiran et al. (2004), o espago subcutaneo
€ ideal para crescimento e desenvolvimento de
foliculos, pois ha vascularizagao adequada, também

permite monitoramento simples, conveniente e de
facil acesso por aspiragdo com agulha.

Foi criado um tunel entre a fascia e o tecido
subcuténeo, usando dissecagdo cega, a seme-
Ihanga de Oktay et al. (2003) em seu experimento.
Esta area é relativamente vascularizada segundo
os autores, e deve ser prestada atencao para evitar
prejuizos as veias e artérias mais calibrosas, porque
o tecido ovariano adquirira sua provisdo de sangue
dos recipientes locais.

A revascularizagado do enxerto é crucial
para a sobrevivéncia de foliculos ovarianos trans-
plantados, por isso implantou-se fragmentos ova-
rianos de cerca de 2 mm, contendo as areas cortical
e medular. O ovario seccionado em fragmentos ou
fatias corticais menores que 1-2 mm, segundo
Nugent et al. (1997), minimizam a hipdxia a seu
centro. Os fragmentos podem ser ancorados com
quaisquer suturas no local heterotépico, como foi
realizado nesse estudo. Os foliculos primordiais pre-
sentes na periferia sdo os primeiros a se benefi-
ciarem da revascularizagdo. Na realidade Von Eye
et al. (1998) informaram que enxertos ovarianos
com tecido fatiado resultaram em um grau mais
baixo de isquemia ou mudancgas degenerativas que
ovarios transplantados intactos.

Foi observada aderéncia apds a ovariec-
tomia parcial nas imediagdes do utero, o que difi-
cultou um pouco a exteriorizagdo do mesmo para
a realizagao da ovariohisterectomia, o que dificul-
taria, posteriormente a transferéncia de 6vulos
fecundados. Ainfertilidade de algumas coelhas, de
acordo com Petroianu et al. (2004) pode ser atri-
buida a presenca de aderéncias tubo-ovarianas e
outros fendbmenos inflamatérios presente nas tubas
uterinas.

A proposta para verificar o consumo foli-
cular foi por um periodo de 120 dias, conforme a
orientagdo de Callejo et al. (2001), pois é ne-
cessario esperar de 3 a4 meses até a recuperacgao
espontanea da fungao ovariana, sendo o periodo
de tempo requerido para os foliculos primordiais
que sobreviveram para desenvolverem a foliculos
pré ovulatorios.

O exame histolégico do tecido ovariano
nesse experimento permitiu verificar a presenga de
foliculos primordiais, primarios, secundarios e ter-
ciarios (Figuras 1 e 2). Essa classificacao obede-
ceu-se a preconizada por Karja et al. (2002) seme-
Ihantemente & de Ceschin et al. (2004), Bristol;
Woodruff (2004), e Weissman et al. (1999). Ainda,
segundo Telfer; Gosden (1987), foliculos com varios
ovécitos sdo uma ocorréncia natural em gatas, no
entanto ndo foram observados nesse estudo.
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Figura 1. Cortes histolégicos de ovario de gata doméstica, corados com hematoxilina e eosina. (A) Momento zero do ovario controle.
(B) Momento 1 do ovario remanescente. Presenca de foliculos primordiais (a), primarios (b) e secundario (c). Escala de barra

=50 mm.

Figura 2. Corte histologico de ovario remanescente de gata doméstica, corado com hematoxilina e eosina. Presenga de foliculos em
varias fases de desenvolvimento: primordiais (a), primarios (b), terciario (c). Escala de barra =50 mm.

Os implantes ovarianos foram recuperados
em 38,4% das gatas, pois ndo foram encontrados
ou reabsorvidos. A procura dos mesmos foi intensa,
em meio a grande quantidade de tecido adiposo e

glandula mamaria de aspectos macroscopicos se-
melhantes. Notou-se nos implantes uma fibropla-
sia do tecido conjuntivo interfolicular, com aumento
dos feixes de colageno entre as estruturas no pa-
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rénquima (Figura 3). A hiperplasia de tecido obser-
vada nesse estudo € um pouco diferente da hiper-
plasia com densos agregados de fibroblastos des-
critos por Banks (1992), que sdo normais nas espé-
cies animais e eles podem ser paralelos a superfi-
cie ou se arranjar ordenadamente em torno dos fo-
liculos ou dos vasos a que estes se associam. As
areas de fibroplasias observadas nesse experimen-
to também foram relatadas por Callejo et al. (2002),

que no exame histoldgico de ovarios removidos 6
meses depois do enxerto mostraram grau crescente
de fibroses, perda de foliculos primordiais € a pre-
senca de cistos epiteliais. Com 1 ano de experi-
mento, a maioria do parénquima ovariano foi subs-
tituido por fibrose, e embora o niumero de foliculos
antrais era significativamente menor em grupos
transplantados, a area de células granulosas era
significativamente maior em fung¢ao da hiperplasia.

Figura 3. Corte histolégico do ovario esquerdo implantado da gata doméstica 3, corado com hematoxilina e eosina, com foliculos

primordiais (a) e primario (b). Escala de barra = 50 mm.

Nos ovarios implantados foram encontrados
53,61 (59,75%) foliculos primordiais por mm? e
36,10 (40,25%) foliculos primarios por mm? (Figura
4), embora a maioria dos foliculos sobreviventes
(93-95%) nos transplantes constatados por Bosch
et al. (2004) permaneceu na fase primordial. Eles
observaram foliculos em fases diferentes de de-
senvolvimento até antrais, usando o protocolo hor-
monal que incluia administragdo de gonadotrofina
coribnica humana (hCG) em uma tentativa para
induzir ativagdo de ovdcitos, e apesar disto, ndo

houve evidéncia de maturagdo. Nao foi administrado
gonadotrofina exdgena nas gatas utilizadas neste
estudo bem como no experimento de Schnorr et
al. (2002), isso nao melhorou o resultado dos
transplantes nos animais testados. No estudo de
Donnez et al. (2004), nenhum foliculo primordial
foi notado, a densidade folicular foi de 4 a 5 foliculos
por mL de aspirado e a temperatura e mudangas
de pressao no espaco subcutaneo podem danificar
0s ovocitos.
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Figura4. Média da freqiiéncia dos foliculos ovarianos primordiais, primario, secundario e terciario obtidos no ovario controle, no ovario
remanescente e no ovario implantado de gatas domésticas.

Tabela1. Probabilidades associadas aos valores de t, obtidas quando da aplicagdo do teste de Wilcoxon as
freqliéncias de foliculos ovarianos, encontradas nos ovarios controle, remanescente e no implantado de
gatas domésticas,, considerando-se os valores relativos aos tipos de foliculos: primordial, primario,
secundario e terciario.

Variaveis Analisadas Probabilidades
Primordial controle x primordial implantado 0,7750
Primordial remanescente x primordial implantado 0,7750
Primordial controle x primordial remanescente 0,9197
Primario controle x primario remanescente 0,1027
Primario controle x primario implantado 0,0011*
Primario remanescente x primario implante 0,0227*
Secundario controle x secundario remanescente 0,8182
Terciario controle x terciario remanescente 0,000*

(*) p < 0,05, significam grupos estatisticamente diferentes.
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De acordo com os resultados demons-
trados na tabela 1 foram encontradas diferencas
estatisticamente significativa entre as frequéncias
das variaveis: — Foliculo primario controle x foliculo
primario implantado, sendo que os valores mais
elevados foram os obtidos com o implantado —
primario remanescente x primario implantado, sen-
do que os valores mais elevados foram os obtidos
com o implantado — terciario controle x terciario
remanescente, sendo que os valores mais elevados
foram os obtidos com o remanescente (Figura 4).

Segundo Depalo et al. (2003), os foliculos
primordiais e primarios sdo gonadotrofinas indepen-
dentes, e de acordo com Eppig (2001) ha varios
fatores que influenciam na transigéo destes, como
o fator de crescimento basico de fibroblastos, TGF[}
e a insulina. A rapida revascularizagédo do tecido
ovariano € influenciada pela abundéncia de fatores
angiogénicos e fatores de crescimento de fibroblas-
tos, segundo Dissen et al. (1994), Nugent et al.
(1997) e Torrents et al. (2003). Nugent et al. (1997)
ainda complementam que horménios esteroides fa-
zem com que o implante se torne super estimulado
e polifolicular, o que explica além de todos os argu-
mentos anteriormente mencionados, o fato do nu-
mero de foliculos primarios ser maior nos implantes.

Apesar de Bristol; Woodruff (2004) acredi-
tarem que a gata é ideal para se estudar os foliculos
ovarianos devido a sua abundéncia, ha certa difi-
culdade de avaliar o mesmo momento fisioldgico
em diferentes épocas. Na gata, segundo Dawson;
Friedgood (1940), a ovulagao € o resultado de um
reflexo neuro endécrino iniciado por copulagao ou
um estimulo equivalente, quando os ovécitos em
foliculos pré-ovulatérios interrompidos na profase
da primeira divisao meidtica sao ativados pelo pico
de LH que segue o acasalamento. Cunningham
(2004) esclarece que o padrao de crescimento
folicular ocorre em ondas de no minimo 8-9 dias
de intervalos e os foliculos se desenvolvem e regri-
dem em um periodo de 6 a 7 dias. Para confirmar
que foliculos de tecidos ovarianos transplantados
da gata estejam em desenvolvimento, Bosch et al.
(2004) usaram uma técnica de imuno-histoquimica.
Provavelmente, os animais nesse estudo estavam
em diferentes estagios do ciclo estral quando foram
realizadas as cirurgias dos dois momentos, por isso
o numero de foliculos terciarios foi maior em média
no ovario remanescente.

CONCLUSAO

Conclui-se que o autotransplante ovariano
no subcutaneo pode ser um método promissor para

garantir a preservagao folicular, mas em gatas,
deve-se estudar melhor o local e o tamanho dos
fragmentos ovarianos.

The subcutaneous auto-transplantation ovaries
and oocytes depletion in domestic cats (Felis
catus)

ABSTRACT

Although the ovaries of female mammals
have a large number of follicles in various stages of
development, due to atresics only a small number
will mature and ovulate during the reproductive life.
In order to increase the survival of these follicles
and reduce the risk of extinction of the species, the
ovarian implantation has been widely studied. The
main goal of this study was to establish the follicles
consumption of the remaining and implanted ovaries
in the subcutaneous in domestics cats after 120
days, by quantification and morphometric classifi-
cation, and with respecting the preservation of the
tissue organization. Thirteen female domestic cats
(Felis catus) were used, distributed into two groups:
G1 (cats 1to 7, with left ovary as control and implant,
and right ovary remaining), and G2 (cats 8 to 13,
with right ovary as control and implant, and left ovary
remaining). After unilateral ovariectomy, the ovary
was sliced in three parts. The two extremities were
implanted under the skin, and the middle section
was used as control. Four months later, the implants
and the remaining ovary were removed and obser-
ved under light microscopy. The implants were found
in 38.4% of the cats, and the analysis showed a
large number of primordial follicles (59.75%), pri-
mary follicles (40.25%), and conjuctive fibroplasia.
The average size of the primary follicles was larger
in the implanted ovary (36.10/mm?) than in the control
ovary (12.11/mm?), and larger than in the remaining
ovary (16.27/mm?). The remaining ovary showed
regular appearance with follicles in all stages of
development, with the average of the terciary folli-
cles (1.12/mm?) larger than the control (0.96/mm?).
We conclude that subcutaneous auto-transplanta-
tion could be a good technique to guarantee repro-
ductive life. In cats, however, further study is ne-
cessary to determine the best place and size of
ovarian fragments to be implanted. A length of study
longer than 120 days to analyze oocyte depletion
would also be useful.

Keywords: Domestic cats, ovarian auto-transplan-
tation, subcutaneous, oocyte depletion.
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