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Xenotransplante de tecido reprodutivo para
conservacao de gametas — revisao de literatura

RESUMO

Este trabalho tem como objetivo realizar uma revisdo atualizada sobre
xenotransplante de tecido reprodutivo, demostrando o uso e eficiéncia
desta técnica na atual conjuntura das biotécnicas reprodutivas. O
xenotransplante ¢ uma biotécnica reprodutiva recente que apresenta
importantes aplicagdes para sele¢do genética de animal, formagdo de
bancos genéticos, preservacdo de espécies ameacadas de extin¢do, no
tratamento para infertilidade humana e restauragdo da atividade
reprodutiva.

Palavras-chave: biotecnologia da reproducdo, conservacdo de gametas,
tecido reprodutivo, transplante entre espécies

Reproductive tissue for xenotransplantation of
gametes conservation — a review

ABSTRACT

This paper aims to make an updated review on xenotransplantation of
reproductive tissue, demonstrating the use and efficiency of this
technique in the present situation of reproductive biotechnologies.
Xenotransplantation is a recent reproductive biotech has important
applications for genetic selection of animals, formation of gene banks,
preservation of endangered species, the treatment for human infertility
and restore reproductive activity.

Keywords: reproduction biotechnology, gametes conservation,
reproductive tissue, transplantation between species
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INTRODUCAO

A técnica xenotransplante envolve a colheita
tecidual de um doador, de determinada espécie, e sua
insercdo em um receptor de espécie diferente (AUBARD,
2003). Segundo Blinster e Zimmermann (1994), a técnica
para transplante de tecido reprodutivo permite o
desenvolvimento normal da gametogénese. Dessa forma,
espera-se que 0 Xxenotransplante possa contribuir para
manutengdo do potencial reprodutivo de animais doadores;
desenvolvimento e selecdo de animais geneticamente
superiores; formacdo de bancos de germoplasma animal;
reposicdo de espécies ameacadas de extingdo; recuperagdo
de rebanhos eliminados por problemas sanitarios; obtencéo
de descendentes de animais pos-morte; aplicacdo nos
tratamentos para infertilidade humana; restauracdo da
atividade reprodutiva em mulheres portadoras de
infertilidade adquirida (KIKUCHI et al., 2011).

O objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo
atualizada sobre xenotransplante de tecido reprodutivo para
conservacdo de gametas, demostrando o uso e eficiéncia
deste procedimento na atual conjuntura das biotécnicas
reprodutivas.

Xenotransplante em camundongos imunodeficientes

Os enxertos ou tecidos a serem transplantados sdo
classificados de acordo com o seu local de origem e
composicao. Um autoenxerto ou autotransplante € um tecido
retirado de uma parte do corpo e transplantado para outro
local no mesmo individuo. O alotransplante é um tecido
obtido de um individuo e transplantado para outro da mesma
espécie, mas ndo geneticamente idéntico, ja o isotransplante
¢ o tecido transplantado de um individuo para outro
geneticamente idéntico. O xenotransplante envolve a
transferéncia de tecido de um individuo para outro de
espécie diferente (MILLIS & MARTINEZ, 2007).

Por se tratar de um tecido geneticamente diferente
ao encontrado no organismo receptor, 0 mesmo esta sujeito
a rejeicdo. Esta rejeicdo ao xenotransplante pode envolver
dois diferentes processos imunolégicos. O primeiro é a
rejeicdo aguda, que acontece dentro de horas apds o
transplante, e esta relacionado com a presenca natural de
anticorpos. Esses anticorpos reagem ao Xxenotransplante
envolvendo a ativacdo do sistema de complemento (resposta
imunoldgica humoral). J&4 o segundo fendmeno é conhecido
como a rejeicdo tardia ao xenotransplante, e envolve a
imunidade celular (AUBARD, 2003).

Com o objetivo de evitar rejeicdes de tecidos
xenotranspantados, pesquisadores produziram animais
receptores imunodeficientes desprovidos da capacidade de
resposta imunolégica humoral (AUBARD, 2003). Os trés
modelos de camundongos mais utilizados s&o resultados de
uma mutacdo génica espontanea ou orientada que causam
essa imunodeficiéncia grave, sendo estes: 0s animais Nude,
atimicos, ou seja, apresentam deficiéncia de células T e
desenvolvem deficiéncia parcial de células B; os SCID
(Severe Combined Immune Deficiency) apresentam defeitos
no reparo do DNA, levando-os a uma deficiéncia de células
B e T; e os Ragl, semelhantes aos SCID, apresentando

deficiéncia na producdo de células B e T. Esses animais
podem apresentar  imunodeficiéncia  secundaria a
ineficiéncia de acdo dos macroéfagos, células NK (Natural
Killer), APC (Células Apresentadora de Antigenos) e do
sistema complemento (JAX COMMUNICATION, 2000).

Xenostransplante de tecido ovariano

A habilidade de usar ovarios frescos ou congelados,
tecidos ovarianos, foliculos ou o6citos em biotécnicas
reprodutivas é de extrema importancia, ja que permite o uso
desse material pertencente a linhagem germinativa da
fémea, esteja ela viva ou morta, por um tempo
indeterminado (JEWGNOW & PARIS, 2006).

Nesse contexto, em oncologia humana, diversos
trabalhos vém demonstrando a importancia da preservagao e
do transplante ovariano para a restauracdo da fertilidade em
pacientes jovens ou adultos que passaram por tratamento do
cancer, onde o uso de quimioterapicos, especificamente
agentes alquilantes, ou da radioterapia destroem
completamente as suas células germinativas (NOTTOLA et
al., 2008).

Nos ultimos anos, alguns trabalhos surgiram
relatando o xenotransplante de tecido ovariano fresco ou
congelado utilizando material de primatas (VON
SCHONFELDT et al., 2011), elefantes (GUNASENA et al.,
1998), gatas (GOSDEN et al., 1994), cadelas (METCALFE
et al., 2001), vacas (HERNANDEZ-FONSECA et al., 2004),
porcas (KIKUCHI et al., 2011), ovelhas (GOSDEN et al.,
1994) e seres humanos (DATH et al., 2010). Apesar desses
diversos trabalhos, Kaneko et al. (2003) foram os que
conseguiram demonstrar a capacidade de fertilizagdo dos
odcitos oriundos de foliculos primordiais.

O ovério mamifero possui um grande estoque de
foliculos primordiais, que é uma fonte potencial de o6citos
para a produgdo in vitro de embriGes (CHAVES et al.,
2010). O foliculo ovariano consiste deste odcito envolvido
por uma ou mais camadas de células foliculares, também
chamadas células da granulosa. Estas células tém como
funcdo proporcionar um ambiente ideal para a manutengéo
da viabilidade, bem como o crescimento e a maturacdo
oocitaria (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). De acordo
com Kikuchi et al. (2011), o transplante de ovéario é uma
ferramenta que favorece o crescimento e maturagdo desses
00citos em vérias espécies.

Em ruminantes, os foliculos primordiais sdo
formados no segundo terco da gestacdo. Esses foliculos séo
compostos por uma camada de células sométicas achatadas,
originarias do mesoderma, as quais envolvem o0 00cito
primario ou imaturo, com o nicleo em préfase | (ROSS et
al., 1995). Deste modo a foliculogénese, definida como o
processo de formagdo, crescimento e maturagdo folicular,
serd simultanea a oogénese, processo de transformacdo do
nacleo do odcito de prdfase | para metafase Il na maioria
das espécies (GONCALVES et al., 2008).

Realizando esta técnica, os foliculos primordiais
inclusos no ovario desenvolvem-se e amadurecem para que
posteriormente seus od6citos possam ser colhidos. A
fertilidade da fémea depende da sua reserva de odcitos, 0s
quais ficam localizados em sua grande maioria, nos foliculos
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primordiais. Estes sdo encontrados na regido cortical do
ovario, que se torna o tecido-alvo para a coleta e posterior
transplante (PARIS & SCHLATT, 2007).

Na producdo de embrides in vitro, a idade da
doadora é um fator importante para a qualidade desta
biotécnica. Ja é possivel utilizar fémeas muito jovens como
doadoras de odcitos, embora a sua eficiéncia seja reduzida
quando comparada com fémeas adultas. Diversas
anormalidades oocitarias estdo relacionadas com a idade,
dentre elas estdo: incapacidade para completar a maturacdo
meiotica, falhas na meiose e deficiéncias citoplasmaticas,
que sdo expressos em varios estagios do desenvolvimento,
antes ou apos a fertilizacdo (ARMSTRONG, 1999).

Pouco se sabe sobre a sobrevivéncia folicular e o
potencial de maturacéo envolvendo essa técnica em fémeas
jovens. Abir et al. (2009) relataram que tecido ovariano fetal
humano criopreservado com propanediol acrescido de
sacarose, descongelado e  xenotransplantado em
camundongos imunodeficientes, desenvolve-se e produz
foliculos antrais entre 4 a 6 meses apds o transplante. Cox et
al. (2000) demonstraram que foliculos dos ovarios de
camundongas neonatas transplantados a frescos sob capsula
renal podem se desenvolver em 4 semana ap0és a cirurgia.

Para a realizagdo do xenotransplante, o ovario
coletado deve estar aparentemente em condi¢Ges normais
para a espécie doadora. Caso for realizar a técnica de
transplantes de fragmentos, a regido fragmentada
(especificamente o cortex) deve estar saudavel, integro, sem
areas de necrose e contendo uma grande quantidade de
foliculos primordiais. Em casos de duvidas quanto a
integridade do ovéario ou quanto a anormalidades, 0 mesmo
deve ser descartado (BAIRD et al., 1999). O ovario inteiro
ou parte dele pode ser transplantado, mas para evitar necrose
isquémica sdo realizadas anastomoses vasculares ou
microvasculares durante o implante (BEDAIWY et al.,
2003).

Ja foram descritos trabalhos em que foram
transplantados fragmentos mensurados entre 1 e 3 mm?®
(GOSDEN et al., 1994), acima de 3 mm® (DATH et al.,
2010), ovarios inteiros (LIU et al., 2002), e ainda foliculos
isolados, em que os fragmentos passaram por um processo
de digestdo enzimatica (DOLMANS et al., 2007).

A perda de integridade do tecido transplantado € a
principal preocupacdo para execucdo desta técnica,
especialmente em humanos e grandes animais, pois estes
apresentam cortex ovariano bastante denso e isso acaba
afetando a dindmica do crescimento folicular, o
envolvimento hormonal e a restauracdo da fertilidade
(DEMEESTERE et al., 2009).

Xenotransplante testicular

Embora o0s estudos sobre o processo de
desenvolvimento testicular tenham aumentado nas Ultimas
décadas, muitos aspectos ainda devem ser pesquisados. De
acordo com Rodriguez-Sosa e Dobrinski (2009), nos Gltimos
anos duas observacfes mostraram novas estratégias que
auxiliardo no estudo e manipulacdo da espermatogénese em
mamifero. Uma €é que o tecido testicular de animais
imaturos, xenotransplantados em camundongos

imunodeficientes, pode responder as gonadotrofinas do
camundongo e iniciar uma diferenciacdo completa até o
nivel onde sejam formados e obtidos espermatozdides
viaveis. A outra é que células testiculares isoladas podem
organizar-se e rearranjar-se em corddes seminiferos até,
subseqlientemente obter o desenvolvimento completo,
inclusive producéo de espermatozoides viaveis. Atualmente,
0S avangos nas pesquisas com ambas as técnicas trazem
oportunidades para explorar o desenvolvimento testicular e
espermatogénese em diversas espécies de mamiferos.

Para Honaramooz et al. (2002), existem varias
aplicagbes imediatas, altamente pertinentes para o
xenotransplante de tecido testicular. Uma delas é que o
testiculo transplantado se torna uma nova opcdo para a
preservacdo do material genético masculino. Em contraste
com o método convencional de criopreservagdo de sémen,
este procedimento se mostra como uma potente fonte
inesgotavel de gametas masculino, inclusive de gbnadas
imaturas. Complementando, Orwig e Schlatt (2005)
sugerem que esta técnica pode ser utilizada em individuos
apresentando azoospermia, secundaria a afeccGes ou
quimioterapia, preservando gametas e, dessa forma,
possibilitando a fertilidade desses pacientes ap06s
tratamentos.

Com relagdo a preservacdo de gametas, Silva
(2003) relata que devido a proximidade filogenética entre as
espécies de carnivoras domésticas e selvagens e,
principalmente, devido a pequena disponibilidade destes
para serem utilizados em experimentos, muitas vezes 0sS
primeiros sdo utilizados como modelo experimental para 0s
demais. Assim, diversas novas biotécnicas reprodutivas
foram desenvolvidas para os carnivoros domésticos, com
possibilidade de adaptacdo para os selvagens.

Gatos domésticos tém sido usados como modelos
experimentais para felideos selvagens ameagados de
extingdo. O mesmo pode acontecer com cdes domésticos no
tocante a essa biotecnologia, ja que existem espécies
variadas de canideos selvagens ameagados ou sofrendo
processo de extincdo (SNEDAKER et al. 2004).

Outro ponto importante é o crescimento da
cinotecnia ao redor do mundo. Silva e Uchoa (2002) relatam
que esse crescimento decorre da mudanca na concep¢do
mundial das funcdes atribuidas ao cdo. Nos dias atuais, é
reconhecido que a criacdo de cdes, além de prestar-se a
producdo de animais de companhia, fornece também
animais que podem ser empregados em atividades como
seguranca de estabelecimentos comerciais e residenciais,
policiamento, guia para pessoas com dificuldade visual,
salvamento e resgate, pastoreio, caca e, em alguns paises
orientais, até mesmo na alimentacdo humana.

Escolha do local que recebera o tecido

Os tecidos transplantados podem ser classificados,
de acordo com o local de implante, como ortotépico, quando
¢ implantando préximo ou em seu local de origem, e
heterot6pico, quando é implantando em local distante do seu
de origem, no préprio animal doador ou receptor
(DEMEESTERE et al., 2009).
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Diversos locais do receptor estdo aptos para receber
e manter um tecido transplantado, sendo necessario que este
apresente aporte vascular suficiente para promover
anastomose e neovascularizacdo do transplante. Foram
descritos transplantes em regido intraperitoneal (DATH et
al., 2010), tecido subcutineo dorsal (VON SCHONFELDT
et al.,, 2011), adjacente a artéria cardtida e veia jugular
(ONIONS et al., 2009), em bursa ovariana (DATH et al.,
2010), musculatura (MALTARIS et al., 2007) e cépsula
renal (ABIR et al., 2009).

Todavia, até o presente momento sé foi realizado
xenotransplante de tecido ovariano de ovelhas sob a capsula
renal de camundongos imunodeficientes (GOSDEN et al.,
1994; BAIRD et el., 1999). Apesar de a revascularizacdo
ocorrer rapidamente neste local, um fator importante para o
uso deste é a limitacdo que a capsula impde na expansdo dos
foliculos em crescimento (GOSDEN et al., 1994). Porém, de
acordo com Abir et al. (2003), o tecido ovariano sob a
capsula renal desenvolve-se melhor do que no subcutaneo
por ser um local mais vascularizado.

Preparo dos animais receptores

Quando se realiza xenotransplantes de tecidos
reprodutivos, deve-se antes de tudo ter em mente o tempo
em que se deseja manter esse tecido no animal receptor.
Para tanto, deve-se de preferéncia escolher um animal
jovem, ja que este pode carrear o tecido por um tempo
maior. O receptor deve ainda apresentar um excelente estado
nutricional, ja que passard por um procedimento cirdrgico e
ainda manterd um tecido de importancia cientifica.

Para fémeas utilizadas como receptoras, deve-se
utilizar animais bilateralmente ovariectomizados. A
auséncia dos ovarios da receptora promove 0 aumento na
liberagdo de gonadotrofinas, favorecendo a sobrevivéncia do
tecido, inibindo a apoptose de células da granulosa,
estimulando a mitose celular e favorecendo a maturagdo
folicular (LIU et al., 2002).

O crescimento folicular é inibido com a presenga
dos ovarios da fémea receptora (COX et al., 2000).
Foliculos dominantes inibem o crescimento de outros
foliculos, sendo provavel que foliculos dominantes de
fémeas ndo ovariectomizadas também impecam o
desenvolvimento dos foliculos contidos no tecido
transplantado (LIU et al. 2002).

CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, o xenotransplante de tecido
reprodutivo é biotécnica da reprodugdo apresenta grande
importancia para estudos de preservacdo e conservacdo de
gametas em mamiferos. O conhecimento dos tipos de
tecidos, organismos receptores e quais 0s potenciais
doadores dos xenotransplantes € essencial para o
desenvolvimento de novas pesquisas e aplicabilidade da
técnica.
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