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Resumo 

O processo de criopreservação de tecido ovárico é atualmente considerado como um dos 

futuros métodos de eleição na preservação da fertilidade feminina. O tecido ovárico 

removido e criopreservado, pode, depois, ser transplantado de modo a restaurar a função 

endócrina e a fertilidade. No entanto, a exequibilidade desta técnica apresenta ainda 

grandes desafios para a manutenção da viabilidade folicular durante o processo de 

vitrificação/aquecimento e após o transplante.  

Com a realização deste trabalho pretendeu-se consolidar os resultados preliminares 

obtidos pelo nosso grupo, em relação à aplicação in vitro de um produto comercial que 

possui na sua composição 40% de Mel de Grau Médico (L-Mesitran Soft) no incremento 

da densidade endotelial de tecido ovárico. Para tal foram usados fragmentos de córtex de 

ovários de bovino obtidos em matadouro, vitrificados, posteriormente desvitrificados, e 

colocados em meio de cultura durante 48 horas, suplementado com um dos seguintes 

produtos: L-Mesitran Soft, VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) ou 

Vitamina D, sendo de seguida avaliados antes ou depois do xenotransplante em ratos 

fêmea imunodeprimidos (homozigóticos Rowet nude) com 10 a 12 semanas de idade e 

previamente ovariectomizados. Um grupo controlo sem suplementação foi igualmente 

implementado. Os enxertos foram removidos às 48 horas (in vitro) ao 7º e 28º dia (in 

vivo) após transplante e submetidos a análises de imunohistoquímica [marcadores de 

densidade endotelial (Fator VIII), apoptose (Caspase 3), proliferação celular (Ki-67)], 

expressão génica (genes AMH, AMHR2, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, CYP11A1 e 

VASN) e de metilação do DNA (genes AMH e VASN).  

Os resultados obtidos, por meio de imunohistoquímica, demonstraram que o processo de 

vitrificação não afetou o tecido ovárico, bem como que a passagem pela cultura in vitro 

previamente ao xenotransplante melhora a recuperação do próprio tecido. Em termos de 

densidade endotelial, os tratamentos com L-Mesitran in vitro e in vivo apresentaram a 

maior capacidade de estimulação angiogénica (Fator VIII), de estimulação da 

proliferação celular (Ki-67) e apoptose celular (caspase 3), no âmbito de um processo 

normal de turnover celular. Foi também observada expressão génica dos genes CYP11A1 

e AMHR2, no grupo L-Mesitran in vivo, após 28 dias de transplante.  
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Finalmente, foi possível determinar pela primeira vez, uma região localizada numa ilha 

de dinucleótidos CpG do gene VASN, que apresentou uma correlação negativa forte com 

a expressão génica no córtex ovárico, em todos os grupos de estudo. No caso do gene 

AMH, foram também estudadas duas regiões genómicas, cuja ausência parcial de 

expressão foi associada a uma elevada percentagem de metilação. Foi assim possível 

verificar no modelo animal referido e através das diversas análises efetuadas, que a adição 

de L-Mesitran Soft, quer in vitro (meio de cultura) quer in vivo (no local de transplante), 

poderá constituir uma alternativa válida e menos dispendiosa, do que outros reagentes 

mais comumente utilizados para a eficácia da preservação de tecido ovárico. 

 

Palavras-chave: Fertilidade, Preservação, Ovário, Criopreservação, Xenotransplante. 
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Abstract 
 

In the field of assisted reproductive technologies, the process of ovarian tissue 

vitrification is currently considered as one of the most promising methods to address 

female fertility preservation.  

Cryopreserved ovarian tissue can then be transplanted in order to restore endocrine 

function and fertility. However, the feasibility of this technique presents major challenges 

for the maintenance of follicular viability during the vitrification /warming process and 

after transplantation. 

The aim of this study was to consolidate preliminary results obtained by our group 

regarding the in vitro application of a commercial product containing 40% Medical Grade 

Honey (L-Mesitran Soft), in improving ovarian tissue endothelial density. For this 

purpose, ovarian cortical tissue, collected from slaughtered cows were vitrified, and then 

warmed and randomly assigned to in vitro cultured groups, supplemented with one of the 

following products: L-Mesitran Soft, VEGF (vascular endothelial growth factor) or 

Vitamin D, and then evaluated or xenotransplanted into immunodeficient (Rowet nude 

homozygous) ovariectomized rats with 10 to 12 weeks of age. A control group without 

supplementation was also constituted. These grafts were recovered after 48 hours (in 

vitro), 7 days and 28 days (in vivo) after transplantation and subjected to 

immunohistochemical [endothelial density (Factor VIII), apoptosis (Caspase 3), cell 

proliferation], gene expression (AMH, AMHR2, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, CYP11A1 

and VASN genes) and DNA methylation level (AMH and VASN genes) analysis. 

Immunohistochemistry data showed that the vitrification process did not affect ovarian 

tissue and stressed the value of in vitro culture prior to transplantation. 

With respect to endothelial density, treatments with L-Mesitran in vitro and in vivo 

showed the highest angiogenic (Factor VIII) and cell proliferation (Ki-67) stimulation, 

alongside with cellular apoptosis (caspase 3), within a healthy cellular turnover pathway. 

Also, in the L-Mesitran in vivo group, the CYP11A1 and AMHR2 genes were expressed 

after 28 days of transplantation. 

Finally, it was possible to determine, for the first time, a region within a CpG rich genomic 

sequence of the VASN gene, which showed a strong negative correlation with ovarian 

cortex gene expression among all groups. In the case of the AMH gene, two genomic 
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regions presented high methylation levels, that were correlated with low (or absent) 

expression levels. 

From the above data it was possible to conclude that the addition of L-Mesitran Soft, both 

in vitro and in vivo, should be considered as a potentially effective and less expensive 

strategy, which must be taken into account in relation to other more commonly used 

reagents, in ovarian tissue preservation efficiency. 

 

Keywords: Fertility, Preservation, Ovary, Cryopreservation, Xenotransplantation. 
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1. Preservação da Fertilidade 
 

A fertilidade depende da capacidade de maturação de células germinativas ao longo de 

todo o processo meiótico, assim como, no sexo feminino, da sua associação com as 

células da granulosa e teca envolventes e no masculino, com as células de Leydig e de 

Sertoli. Esta associação possibilita a produção de esteroides sexuais, os quais alteram os 

níveis de expressão de determinados genes por meio de recetores nucleares e/ou da 

membrana plasmática (1). Apesar dos avanços nos diagnósticos, prevenção e tratamentos, 

o declínio da fertilidade com o avanço da idade associado ao adiamento da idade de 

gravidez e aparecimento de diversas disfunções é considerada um problema de saúde 

pública (2).  

Outra causa de infertilidade, para além das anteriormente referidas, é o desenvolvimento 

de diversas neoplasias, não obstante da grande evolução no diagnóstico e respetivo 

tratamento (3). De facto, dados de 2016 (4), apontam Portugal como sendo o segundo 

país da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Económico (OCDE) com a 

mais baixa taxa de fertilidade, depois da Coreia do Sul, sendo a fertilidade em Portugal 

de 1,23 filhos por cada mulher entre os 15 e 49 anos, enquanto que a média dos 35 países 

da OCDE se situa nos 1,68 filhos. Desta forma, dada a elevada importância social de 

preservar a fertilidade e o interesse em melhorar a situação demográfica, técnicas como a 

fertilização in vitro, a criopreservação de embriões, ovócitos e tecido ovárico têm vindo 

a adquirir uma importância crescente (3,5,6).  

1.1. Tratamento Oncológico e Toxicidade ovárica 
 

De acordo com as estimativas do Globocan 2018, o risco de desenvolver cancro num 

determinado período da vida será de 1 em cada 8 homens e 1 em cada 10 mulheres (7). 

De uma forma global, tem ocorrido um aumento significativo do número de novos casos 

de cancro, uma vez que todos os anos são detetados aproximadamente 15.000 crianças e 

20.000 jovens adultos com novas neoplasias. Porém, em relação às taxas de 

sobrevivência, apesar de variarem consoante a idade e o tipo de cancro, estas têm vindo 

a destacar-se de forma positiva, encontrando-se acima dos 80% (8). Adicionalmente, para 

além dos esforços para minimizar as taxas de morbilidade, uma das prioridades é a 

melhoria da qualidade de vida dos sobreviventes, assim como a redução de efeitos 

colaterais resultantes dos tratamentos realizados (3,5,9).  



22 
 

De um modo geral, um dos sistemas mais afetados pelas terapêuticas oncológicas 

citotóxicas é o sistema reprodutivo, que na mulher pode dar origem a insuficiência 

ovárica, comprometimento do crescimento uterino e/ou lesão vascular, fibrose ou 

estenose vaginal, disfunção sexual e menopausa precoce. Todos estes fatores contribuem 

para a infertilidade, dado que as mulheres possuem um pool de folículos ováricos não 

renováveis, o qual atinge o pico de folículos primordiais (6-7 milhões) até aos 5 meses de 

gestação, seguido de uma atrésia progressiva, na qual a quantidade de folículos decai para 

1–2 milhões ao nascimento e 400.000–600.000 até ao início da vida reprodutiva, 

atingindo-se a menopausa com menos de 1.000 folículos remanescentes (9,10). 

As diretrizes internacionais, nomeadamente da Sociedade Americana de Oncologia 

Clínica (ASCO) e da Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO) recomendam 

que os médicos discutam o risco de infertilidade com todos os pacientes em idade 

reprodutiva diagnosticados com cancro, bem como os direcionem para consultas de 

preservação de fertilidade, o mais precocemente possível, uma vez que o sucesso 

terapêutico se encontra dependente da sua aplicação nas etapas iniciais das doenças 

oncológicas. Complementarmente, os sobreviventes de cancro que apresentam risco de 

infertilidade também deverão ter aconselhamento especializado e orientação, dado que 

poderão usufruir do uso de tecnologias de reprodução assistida (ART) para concretizar o 

seu desejo de parentalidade (11). 

1.1.1. A Infertilidade 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a infertilidade consiste na 

incapacidade de obter uma gravidez clínica após 12 meses de relações sexuais regulares 

e desprotegidas (12). 

De acordo com vários estudos, estima-se que globalmente pelo menos 50 milhões de 

casais sofram de infertilidade. Em 2010, sensivelmente 10,5% das mulheres em todo o 

mundo apresentavam incapacidade de ter mais que um filho (Figura 1) e cerca de 2% 

incapacidade de ter um filho, sendo que a tendência será o aumento destes números (13). 
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Sob outra perspetiva, a fertilidade encontra-se diretamente relacionada com a reserva 

ovárica, a qual é fortemente afetada pelas terapias oncológicas, levando à depleção e 

aceleramento do término da reserva ovárica, dando assim origem a uma menopausa 

precoce (14). 

1.1.2. Oncofertilidade 

 

Os últimos anos têm-se pautado por progressos notáveis, ao nível dos tratamentos 

oncológicos. No entanto, relativamente às complicações a longo prazo resultantes desses 

mesmos tratamentos, não é possível uma visão tão otimista. A infertilidade surge como 

um dos principais efeitos secundários mais devastadores em termos da estabilidade física 

e psicológica dos pacientes sobreviventes (15).  O desejo de uma futura gravidez, pode 

assim tornar-se inatingível por diferentes motivos, isto é, pela doença em si ou resultar 

dos efeitos secundários de quimioterapia e/ou radioterapia, os quais se encontram 

dependentes da idade do paciente e do tipo de terapia aplicada (14). 

Relativamente à quimioterapia, e no caso dos agentes alquilantes mais utilizados, a 

procarbazina, ciclofosfamida e o bussulfano apresentam características particularmente 

gonadotóxicas, sendo os principais responsáveis pela consequente insuficiência ovárica 

(14,16). A fração folicular em crescimento, ou seja, os folículos pré-antrais e antrais, é a 

mais afetada, provavelmente devido às elevadas taxas mitóticas e metabólicas que 

apresenta (17). Além disso, as ações citotóxicas não são específicas, tornando-as capazes 

de afetar o ciclo celular em diferentes estágios. Por outro lado, de acordo com alguns 

estudos, os inibidores da despolimerização de microtúbulos e agentes de intercalação de 

Figura 1- Prevalência de infertilidade secundária em 2010. Adaptado de: Mascarenhas et al., (2012) 
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DNA apresentam uma menor toxicidade do que os agentes alquilantes, bem como os 

compostos de platina, o metotrexato, o 5-fluorouracil e os alcaloides da vinca, que 

apresentam uma gonadotoxicidade bastante reduzida.  

Sob outra perspetiva, a radioterapia pode ter um impacto direto ou indireto nos órgãos 

reprodutivos, dependendo da dose, idade do paciente, do local de tratamento e da terapia 

adjuvante (5). De acordo com Levine et al. (2015), os ovários apresentam diferentes 

níveis de sensibilidade de acordo com a idade da paciente, isto é, em adultos as doses 

superiores a 6 gray (Gy), em meninas pós-púberes, as superiores a 10 Gy e, em meninas 

pré-púberes, as doses maiores que 15Gy, envolvem um elevado risco de infertilidade. 

Adicionalmente, a radiação na região da pélvis (que pode provocar danos vasculares no 

útero), assim como a radiação sobre o cérebro em doses superiores a 35Gy, podem afetar 

de forma negativa o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal e, por conseguinte, a hormona 

libertadora de gonadotrofinas (GnRH) a qual é responsável pela libertação da hormona 

folículo estimulante (FSH) e pela hormona luteinizante (LH) (14). Mais recentemente, 

foram realizados estudos para determinar a dose de radiação necessária para destruir 50% 

dos ovócitos imaturos (DL50) sendo esta inferior a 2Gy, o que demonstra o elevado grau 

de sensibilidade dos ovócitos a radiações ionizantes (1,18).   

A imunoterapia tem vindo a tornar-se uma abordagem cada vez mais difundida, uma vez 

que tem como princípio básico a utilização do próprio sistema imunológico do paciente 

para localizar e combater o cancro (imunoterapia inespecífica) ou por outro lado, 

estimular uma resposta imunitária adaptativa contra os antigénios tumorais (imunoterapia 

específica), permitindo que as células tumorais sejam eliminadas de forma seletiva e com 

menor toxicidade, induzindo memória imunológica, o que poderá teoricamente, retardar 

a recorrência destas neoplasias (13). Os tratamentos de imunoterapia utilizam 

maioritariamente citocinas, proteínas produzidas pelas próprias células do organismo 

como os interferões (IFs) e interleucinas (ILs), inibidores de checkpoints através do 

aumento da capacidade de resposta das células T, anticorpos monoclonais produzidos em 

laboratório e através de vacinas. Em relação aos efeitos colaterais apenas têm ocorrido 

reações cutâneas e sintomas semelhantes aos da gripe, não tendo sido ainda comprovado 

risco de infertilidade ou outra complicação a longo prazo (13).   
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1.2. Angiogénese, Esteroidogénese e Reserva Ovárica 
 

1.2.1. Regulação/ Estimulação da Angiogénese 
 

A angiogénese consiste na formação de novos vasos sanguíneos, desempenhando assim 

um papel fulcral na embriogénese, na cicatrização de feridas e na progressão tumoral 

(19,20). Naturalmente, o crescimento das células endoteliais é regulado pelo equilíbrio 

entre os fatores endógenos pró-angiogénicos, tais como o VEGF e os fatores anti-

angiogénicos, como a angiostatina e endostatina (20).  

A via da angiogénese é também um fator importante a ter em conta nos tratamentos de 

preservação de tecido ovárico, mais propriamente na criopreservação, dado que a hipoxia 

e a isquémia são dois determinantes críticos para a sobrevivência pós-transplante. Em 

termos de depleção folicular, os resultados obtidos têm sido preocupantes, especialmente 

em espécies que contêm um córtex ovárico denso, o que poderá afetar a dinâmica do 

crescimento folicular, o ambiente hormonal e a restauração da fertilidade (21,22).  

Como regulador chave da vascularização, o VEGF é fundamental para a regulação do 

crescimento e maturação foliculares, e na manutenção das funções ováricas. Conhecem-

se três tipos de recetores diferentes para o VEGF: VEGFR-1 e VEGFR-2, que são 

expressos predominantemente em células endoteliais vasculares e o VEGFR-3, expresso 

principalmente em células endoteliais linfáticas (23).  

O VEGFR-1 apresenta elevada recetividade aos tipos de VEGF-A, VEGF-B, PIGF e 

VEGF-F. Este recetor é essencial para a migração das células endoteliais e células 

estaminais, estando envolvido na mediação de processos de isquémia e inflamação, entre 

outros. Por outro lado, o VEGFR-2 apresenta elevada afinidade com o VEGF-A e VEGF-

E e é expresso no início da vida embrionária durante a migração das células 

mesodérmicas, na diferenciação e proliferação de células endoteliais e na vasculogénese 

(23). 

O VEGF-A, além de apresentar uma grande afinidade com os recetores é também um 

grande estimulador da angiogénese, ao contrário dos restantes tipos que apresentam uma 

baixa atividade angiogénica. De acordo com vários estudos, a ausência da expressão de 

VEGF-A origina um desenvolvimento do sistema vascular anormal e consequente morte 

durante o desenvolvimento embrionário (23,24). O desequilíbrio das suas concentrações 
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tem sido ainda implicado em diversos tipos de doença ovárica, como a síndrome do 

ovárico poliquístico, a síndrome de hiperestimulação e o cancro de ovário. 

O L-Mesitran Soft, que possui na sua composição 40% de mel de grau médico esterilizado 

com radiação gama, exibe uma capacidade de estimulação angiogénica comparável à do 

VEGF, através da expressão de níveis superiores de densidade endotelial e de uma 

aparente menor toxicidade celular, tornando-se uma alternativa viável em termos de 

tratamento de preservação de folículos primordiais in vivo e in vitro (21,25).  

O mel de grau médico tem vindo a ser utilizado ao longo das últimas décadas no 

tratamento de feridas, dadas as suas propriedades antioxidantes e antibacterianas, as quais 

têm origem num fator "inibidor" - o peróxido de hidrogénio, formado pela reação 

enzimática da glicose oxidase (da abelha) com a glicose no mel diluído (26). Porém, 

apesar da sua longa utilização, são ainda pouco conhecidos os mecanismos envolvidos na 

sua atividade. Atualmente, existem evidências de que quando aplicado em feridas 

demonstra ser pró-angiogénico, visto que se observa um rápido desenvolvimento de 

tecido de granulação. Quando aplicado em córtex de tecido ovárico bovino in vitro, este 

apresentou uma densidade endotelial considerável (21,25) subsequentemente.   

1.2.2. A esteroidogénese 
 

A esteroidogénese é  a via de conversão de colesterol em hormonas esteroides, de forma 

a assegurar o controlo de um vasto número de processos fisiológicos, desde o 

desenvolvimento fetal até à fase adulta (27). Este é um processo iniciado por duas 

proteínas fundamentais, que são produzidas nas células supra-renais e gonadais. Sendo 

assim, o processo é inicialmente mediado pela proteína reguladora aguda esteroidogénica 

(StAR) que promove uma rápida transferência do colesterol para a membrana 

mitocondrial interna (IMM). De seguida, a enzima de clivagem da cadeia lateral do 

colesterol (P450scc) ou CYP11A1, converte o colesterol em pregnenolona, o precursor 

de todas as hormonas esteroides (28). Uma deficiência na produção dessas duas proteínas 

impede assim a síntese das respetivas hormonas esteroides, ou no caso de deficiência no 

gene CYP11A1, a síntese de progesterona durante a gravidez com a consequente ausência 

da inibição da contração uterina (28). 

O gene CYP11A1 catalisa três reações que ocorrem nos bovinos e em humanos, 

nomeadamente: 22-hidroxilação do colesterol, 20-hidroxilação do 22R-hidroxicolesterol 
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(bovino) e a cisão da ligação de carbono C20-22 do 20,22R-di-hidroxicolesterol (29). 

Estas estruturas cristalinas são úteis para a utilização de outros substratos para além do 

colesterol, como é o caso das vitaminas D2 e D3 (28,29) uma vez que este gene atua 

nestas duas formas, hidroxilando ambas em C20 e sendo regulado negativamente pela 

presença da vitamina D (30).  

A vitamina D, é uma vitamina lipossolúvel composta por diversas formas que integra a 

família de hormonas esteroides. As vitaminas D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol), 

constituem as formas essenciais na espécie humana. A vitamina D2 entra no organismo 

através da dieta, enquanto a vitamina D3 representa 95% da vitamina D produzida no 

corpo, sendo obtida através da exposição à radiação ultravioleta-B que promove a síntese 

do precursor da vitamina D (7-dehidrocolesterol), sendo este convertido em colecalciferol 

(31).  

As ações biológicas da vitamina D estendem-se para além da regulação do metabolismo 

do cálcio, apresentando propriedades anticancerígenas, bem como capacidade para 

regular o sistema imunitário. Estas funções são aplicadas através do seu recetor VDR, que 

é um fator de transcrição dependente do ligante, localizado no núcleo das células alvo nos 

sistemas reprodutivo, endócrino e imunológico (31). 

Segundo Parikh et al. (2016), o mRNA de VDR é expresso nas células da teca e nas 

células da granulosa, placenta e endométrio, o que sugere que a vitamina D se encontra 

relacionada com os processos de reprodução (31,32). De acordo com diversos autores, a 

deficiência de vitamina D é um problema a nível global, com grande impacto na fisiologia 

reprodutiva feminina (32–34), isto é, diferentes níveis de vitamina D podem promover 

uma desregulação do ciclo menstrual e aumentar o risco de formação de miomas uterinos. 

Os baixos níveis séricos são propícios ao desenvolvimento da síndrome do ovário 

poliquístico (SOP), um dos distúrbios endócrinos mais comuns em mulheres na idade 

reprodutiva (31,33).  

Por outro lado, a vitamina D desempenha um papel importante na regulação da disfunção 

ovulatória (32). Todavia, os mecanismos envolvidos na regulação das quantidades 

necessárias de vitamina D ao nível da função reprodutiva, não são completamente 

conhecidos. 
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1.2.3. Falência Ovárica Precoce 
 

A função dos ovários dos mamíferos envolve o recrutamento cíclico, desenvolvimento e 

atresia dos folículos, ou seja, a manutenção da quiescência e a ativação de folículos 

primordiais que são fatores fulcrais para a reprodução (35). Contudo, apesar dos 

mecanismos de manutenção permanecerem desconhecidos, já foram identificados alguns 

reguladores, como é o caso da AMH, sintetizada pelas células da granulosa.  

A AMH é uma glicoproteína dimérica produzida exclusivamente por folículos 

primordiais em desenvolvimento no ovário, através do seu recetor específico (AMHR2), 

que é responsável pela inibição do recrutamento excessivo de folículos em 

desenvolvimento pela FSH. A desregulação dos níveis séricos desta hormona provoca 

uma aceleração da depleção folicular e consequente redução de fertilidade (36,37).  

Deste modo, surge a possibilidade de uma correlação entre a AMH e a vitamina D, uma 

vez que, de acordo com Merhi et al. (2014), a presença de vitamina D3 altera a sinalização 

da AMH e a esteroidogénese nas células  do cumulus, em humanos (38). Além do mais, 

em casos de insuficiência ovárica prematura ocorre uma diminuição significativa dos 

níveis de AMH.  A administração de vitamina D poderá também ajudar a reduzir a 

velocidade de diminuição da reserva ovárica (33). Por outro lado, em pacientes 

submetidos a transplante de tecido ovárico, é frequente a deteção de níveis superiores de 

AMH antes da cirurgia comparativamente aos níveis relatados após 7 dias da intervenção. 

Este facto, aponta para uma provável isquémia dos folículos que segregam AMH (39).  

A proteína membranar tipo I – Vasorina (VASN), é sobretudo expressa nas células 

musculares lisas vasculares, mas, recentemente foi detetada no ovário, em particular nas 

células da granulosa. A expressão de VASN é regulada positivamente pelos níveis de LH 

antes da ovulação, sendo esta proteína um regulador negativo dos folículos antrais, 

apresentando assim capacidade de manutenção da reserva ovárica. Ao silenciar este gene, 

o número de folículos primordiais é significativamente reduzido em ovários pré-púberes 

de ratinho, o que reforça a importância da presença de VASN na capacidade protetora da 

reserva ovárica (40). 
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1.2.3.1. Marcadores da Reserva Ovárica 

 

A foliculogénese depende da relação bidirecional entre o ovócito e as células somáticas 

adjacentes. A maioria das moléculas de sinalização responsáveis por esta interação 

pertence à superfamília do TGF-β, dadas as suas capacidades de englobar processos como 

a proliferação, diferenciação, migração celular e apoptose. A superfamília TGF-β é 

composta por várias subfamílias, como a AMH e o seu recetor AMHR2, a proteína 

VASN, fatores de crescimento e de diferenciação, entre outros (40). 

Sob outro ponto de vista, a expressão de VEGF presente nas células da granulosa e da 

teca, através da ligação aos recetores de tirosina quinase, VEGFR1 e VEGFR2 no ovário, 

ocorre em resposta à estimulação de gonadotrofinas. De acordo com Serrano et al. (2016), 

a seleção de folículos ováricos bovinos é influenciada pela expressão de VEGF, isto é, 

em termos de expressão dos níveis de mRNA de ambos os recetores, destaca-se a 

expressão nas células da teca, mais concretamente nos folículos não dominantes, o que 

permite concluir que a dominância folicular regula negativamente a expressão de mRNA 

de ambos os recetores e do próprio VEGF favorecendo, deste modo, o desenvolvimento 

folicular (24). 

Consequentemente, uma desregulação de VEGF-A pode estar na origem de vários tipos 

de doenças ováricas, tornando assim o VEGF um importante regulador da expressão 

génica no útero e estando à semelhança de outros membros da superfamília TGF-β, 

envolvidos na regulação do crescimento folicular, no desenvolvimento do corpo lúteo e 

na manutenção da função ovárica (37).  

Contudo, a inibição de VEGF pode influenciar vários fatores, entre os quais a AMH que 

é igualmente afetada pela supressão da secreção de gonadotrofinas. Neste contexto, os 

níveis séricos da AMH encontram-se intimamente relacionados com o número de 

folículos antrais e são independentes do eixo hipotálamo-hipófise-ovário. Logo, a 

tendência natural será os níveis desta hormona diminuírem com o envelhecimento até se 

tornarem indetetáveis após a menopausa o que permite, em termos clínicos, avaliar a 

reserva ovárica (33,34). Por outro lado, o recetor AMHR2 é um único recetor da família 

TGF-β expresso nas células da granulosa (37), sendo que os efeitos específicos da AMH 

são exercidos através deste recetor. É fulcral entender o mecanismo de ativação do gene 

AMHR2. De acordo com Kimura et al. (2017), ao contrário do que seria esperado, o 



30 
 

mecanismo não resulta diretamente da ação do promotor proximal mas sim de um RNA 

não codificante longo (lncRNA) transcrito a montante do gene AMHR2, uma vez que nas 

células da granulosa, o silenciamento de lncRNA-AMHR2 resulta na diminuição dos 

níveis de mRNA e aumento da atividade do promotor (41).  

Por outro lado, e de acordo com trabalhos efetuados pelo nosso grupo, é de igual 

importância a avaliação da associação de genes da família priónica a genes ligados à 

esteroidogénese, dado que o silenciamento de genes priónicos está intimamente 

relacionado com a redução da expressão de genes essenciais à esteroidogénese como é o 

caso do CYP11A1 (42).  

Por último, a proteína Vasorina, cujo domínio extracelular é constituído por séries ricas 

em serina à semelhança do fator de crescimento epidérmico e da fibronectina tipo III. Esta 

proteína é codificada por um gene altamente conservado, apresentando uma semelhança 

de 84% com os genes VASN humano e murino, sendo responsável por regular a 

sinalização de TGF-β e foi recentemente detetada em análises de proteómica do fluido 

folicular humano de mulheres férteis. De acordo com Nitzan Rimon-Dahari et al. (2017), 

este gene é inclusivamente expresso em todos os estadios de desenvolvimento folicular 

nas células da granulosa (40). 

Assim, através da avaliação das alterações nos níveis de expressão de VEGF, VEGFR2, 

AMH, AMHR2, VASN e CYP11A1 deverá ser possível avaliar a reserva ovárica, a 

regulação da sobrevivência dos folículos antrais e o estabelecimento do pool folicular 

ovárico.  

2. Criopreservação 
 

A criopreservação tem por base a preservação de material biológico, regra geral em 

nitrogénio líquido a temperaturas extremamente baixas (-130ºC / -196ºC), de modo a 

permitir interromper a atividade celular por tempo ilimitado (43). Porém, há que ter em 

conta que consoante o tipo de célula, tecido ou órgão é necessário ajustar um conjunto de 

condições, entre as quais a utilização de crioprotetores (CPAs), de forma a evitar crio-

danos causados pela formação de cristais de gelo e pelas alterações das concentrações dos 

fluídos intracelulares (44,45).  
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Os processos de vitrificação de ovócitos, embriões e de tecido ovárico são essenciais na 

preservação de fertilidade (46,47). A criopreservação atualmente é também umas das 

principais fontes de armazenamento do material biológico animal, permitindo restituir a 

diversidade genética que se encontra ameaçada (1,48,49). Contudo, apesar de ser uma 

técnica essencial na área da biotecnologia, os efeitos causados pela 

congelação/descongelação ao nível do genoma e das próprias células ainda não são 

totalmente conhecidos, sabendo-se apenas que alterações epigenéticas poderão associar-

se a danos genéticos e consequentemente afetar a viabilidade celular (50). Assim, é 

fundamental desenvolver novos protocolos que para além da utilização de CPAs, 

recorrem a substâncias com menos riscos potenciais, como é o caso do mel de grau 

médico (L-Mesitran Soft, Triticum) que apresenta capacidade angiogénica e baixa 

toxicidade celular, no caso especifico do córtex de tecido ovárico bovino (21).  

Dadas as restrições éticas e práticas da investigação no campo da reprodução humana, 

são utilizados frequentemente modelos animais que apresentam semelhanças 

consideráveis, como é o caso do modelo bovino, o qual tem vindo a ser utilizado na área 

da embriologia como modelo in vitro de pré-implantação, dadas as suas analogias 

fisiológicas (ovulação única, maturação dos ovócitos e metabolismo embrionário) e o 

modelo do rato, o qual é mais apropriado para estudos de pós-implantação devido a 

semelhanças com a fase de placentação dos humanos (51).  

2.1. Métodos de Criopreservação 
 

A criopreservação de ovócitos e de embriões é fundamental nas técnicas de reprodução 

assistida e na preservação da fertilidade. No entanto, no que diz respeito à restauração da 

função endócrina ovárica, tal só é possível por meio de criopreservação do tecido ovárico 

e posterior transplante (52). Neste contexto, a técnica padrão tem consistido na 

congelação lenta com a utilização de CPAs, diminuindo assim a possibilidade de danos 

nas funções enzimáticas ou no desenvolvimento celular e/ou embrionário (1,53). 

A técnica de vitrificação, consiste num método ultrarrápido que permite a solidificação 

intra e extracelular, sem requerer equipamento para programar a curva de congelação e 

possibilitando a criopreservação de um maior número de amostras. De facto tem vindo a 

demonstrar bons resultados ao nível da conservação morfológica das estruturas 

foliculares com a utilização de quatro CPAs (etilenoglicol, propilenoglicol, sacarose e 
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ficol), assim como com o equilíbrio das temperaturas extremamente baixas que permitem 

diminuir os efeitos tóxicos dos crioprotetores (54).  

Recentemente, Suzuki et al. (2015), utilizaram o método de vitrificação para a 

criopreservação de tecido ovárico humano (55) e num estudo anterior, Amorim et al. 

(2012), demonstraram a possibilidade de criopreservação de folículos pré-antrais, de 

tecido ovárico de babuíno também através da vitrificação (56). Em conclusão, serão 

necessários mais estudos para comprovar que a vitrificação é um método eficaz para a 

restauração da fertilidade na espécie humana. 

2.1.1. Congelação Lenta 
 

A congelação lenta envolve várias etapas distintas, apresentando como principal 

vantagem a utilização de concentrações baixas de CPAs, o que leva a uma taxa de 

formação de cristais de gelo bastante elevada, além de requerer a utilização de 

equipamentos dispendiosos (1). A primeira etapa consiste na preparação das amostras 

para a congelação, em que estas são submetidas a temperaturas de 0 a -4ºC de forma 

gradual (-1ºC/minuto) até se atingir o ponto de equilíbrio entre as amostras e as soluções 

de CPAs. Geralmente, a nucleação de gelo ocorre aos -7ºC, o que pode ser induzido pela 

adição de um agente de nucleação à solução de CPAs ou por nucleação ativa. Na terceira 

fase, prossegue o arrefecimento até aos -80ºC, momento em que a desidratação celular é 

atingida, seguindo-se a imersão das amostras em nitrogénio líquido (-196ºC), atingindo o 

estado criogénico. As últimas duas etapas são a descongelação rápida das amostras e a 

remoção dos CPAs, a uma temperatura entre os 20ºC e 40ºC (57) (Figura 2). 
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Figura 2- Etapas da criopreservação pelo método de congelação lenta. Adaptado de: Gurruchaga et al., (2018). 

 

2.1.2. Vitrificação 
 

A vitrificação é um método que se destaca pela sua elevada eficácia na eliminação da 

formação de cristais de gelo através do uso de volumes mínimos, taxas ultrarrápidas de 

congelação/desvitrificação e altas concentrações de CPAs (58–60). Numa fase inicial, as 

amostras são expostas a CPAs permeáveis e não permeáveis, geralmente etilenoglicol 

(EG), dimetilsulfóxido (DMSO), 1,2-propanediol (PROH) e sucrose, durante um período 

de 25 segundos a 5 minutos. Posteriormente, o material biológico é colocado diretamente 

em contato com o nitrogénio líquido habitualmente num sistema aberto, assegurando o 

arrefecimento ultrarrápido e formando um sólido semelhante a vidro em que a água 

existente não se expande, mas solidifica (1,61,62). Em alternativa, são utilizados sistemas 

fechados em que, tal como o próprio nome indica, não ocorre contato direto entre a 

amostra e o nitrogénio líquido. 

Todavia, o sucesso deste método não depende das taxas de solidificação mas sim da 

desvitrificação, uma vez que através dos sistemas abertos, este é realizado de forma 

ultrarrápida enquanto que nos sistemas fechados, as amostras são submetidas a uma fase 

intermédia durante a sua remoção dos dispositivos selados, o que pode dar origem à 

formação de cristais de gelo e condicionar a sobrevivência celular (63).      
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Estudos recentes apontam para taxas de sobrevivência em ovócitos humanos vitrificados 

de aproximadamente 100%, com 93% de clivagem e 56% de embriões a atingir o estágio 

de blastocisto, enquanto que no caso da congelação lenta, as taxas rondam os 89%, 90% 

e 51% respetivamente (62). De forma complementar, a utilização de EG, DMSO e sucrose 

tem demonstrado não afetar a morfologia, nem os níveis de expressão génica e 

vascularização pós transplante (64,65). Como resultado dos estudos in vivo em humanos 

e bovinos, a vitrificação tem vindo a assumir-se gradualmente como técnica de referência 

na preservação de ovócitos (47).  

2.2. Criopreservação do Tecido Ovárico  
 

O sucesso do transplante de tecido ovárico previamente colhido e conservado, 

nomeadamente a recuperação da função endócrina e de fertilidade, tem sido suportado 

amplamente na literatura, destacando-se a existência de mais de 130 nascimentos a nível 

global (54,66,67) 

A criopreservação de tecido ovárico pode ser aplicada antes de ser atingida a maturidade 

sexual, tornando-a a única técnica disponível para meninas pré-púberes. O tecido 

criopreservado pode posteriormente ser fixado no ovário remanescente, ligamento largo 

ou peritoneu da fossa ovárica, permitindo uma conceção natural e não necessitando de 

estimulação ovárica (3). O método mais utilizado para criopreservar tecido ovárico é a 

congelação lenta apesar de, tal como referido anteriormente, o número de relatos de 

nacimentos após o transplante de tecido ovárico vitrificado e aquecido ter vindo a 

aumentar (17,68). 

Apesar de desde o ano 2000 ser possível a recuperação da atividade folicular em tecido 

ovárico criopreservado humano (69) e de em 2013 ter ocorrido o nascimento de gémeos 

após transplante heterotópico de tecido ovárico criopreservado (70), atualmente em 

Portugal esta técnica apenas se encontra disponível no Centro Hospitalar e Universitário 

de Coimbra – Centro de Preservação de Fertilidade, que em 2015 realizou com sucesso o 

primeiro autotransplante de tecido ovárico.  

Contudo, apesar de ser uma técnica promissora, ainda mantém o rótulo de experimental. 

É necessário aperfeiçoar os protocolos laboratoriais, bem como promover a eficácia da 

revascularização e diminuição da isquémia (59). De acordo com Adams e Pierson (2010), 

e tal como referido anteriormente, a espécie bovina é o melhor modelo para estes estudos, 
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apresentando semelhanças ao nível da fisiologia ovárica, desenvolvimento folicular e dos 

estadios inicias da embriogénese, não tendo, por outro lado, as restrições éticas e práticas 

dos estudos com modelos humanos (71).   

2.2.1. Cultura in vitro de tecido ovárico criopreservado 
 

O isolamento da região cortical, que envolve aproximadamente 90% da reserva folicular, 

a partir de tecido ovárico e a subsequente cultura in vitro, permite minimizar os riscos de 

transmissão e reimplantação de células malignas do tumor primário. Outra das formas de 

diminuir o risco será recorrendo a terapêuticas antineoplásicas, tais como técnicas de 

diagnóstico (histologia), de genética molecular, entre outras (72). 

O aperfeiçoamento da cultura in vitro, irá contribuir para a recuperação da dinâmica 

folicular in vitro, após a sua interrupção por meio da criopreservação, para posterior 

maturação e fertilização in vivo. Têm vindo a ser otimizados in vitro processos de ativação 

folicular e cultura de folículos pré-antrais de ratinhos, humanos, animais domésticos de 

grande porte e em primatas não humanos (macaco-rhesus) (73). 

Outra abordagem atualmente utilizada in vitro, são os sistemas de cultura tridimensional 

(3D), em que os folículos humanos ou de ratinho mantêm uma estrutura 3D intacta sem 

contato direto com o meio de cultura, conservando as ligações celulares e da matriz, as 

quais são fundamentais para a regulação do desenvolvimento folicular in vivo. Regra 

geral, são utilizados hidrogéis de alginato que proporcionam condições adequadas para o 

desenvolvimento folicular. Porém, para que esta técnica seja aplicada na espécie humana 

é necessário ter em conta diversos fatores, tais como as técnicas de isolamento aplicadas, 

as propriedades físicas da matriz, o conteúdo dos meios de cultura, a seleção folicular e 

os estadios dos restantes folículos que se encontram em crescimento, uma vez que na fase 

folicular precoce o número de folículos viáveis é considerável, o que, no entanto, não 

sucede após a seleção do folículo dominante (74). Por último, pacientes com insuficiência 

ovárica primária, poderão vir a usufruir da utilização de inibidores do gene PTEN 

(homólogo da fosfatase e tensina) simultaneamente com peptídeos estimuladores da via 

PI3K (Fosfoinosítideo 3-quinase), de modo a promover a ativação precoce de folículos 

primordiais in vitro para posterior transferência através do transplante dos fragmentos 

corticais, para dar origem a ovócitos maduros posteriormente submetidos a fertilização in 

vitro e transferência dos embriões (75,76).  Em conclusão, a cultura in vitro, permite 

estudar diretamente diversos tratamentos (o que não seria possível in vivo), e é uma etapa 
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indispensável sempre que se venha a comprovar a necessidade de ativação folicular in 

vitro. 

2.3. Avaliação da Viabilidade dos tecidos 
 

A viabilidade dos tecidos e a integridade funcional dos mesmos, nomeadamente dos 

folículos, é essencial para preservar o potencial reprodutivo, dos tecidos criopreservados. 

De modo a avaliar o crescimento folicular in vitro ou a viabilidade celular são utilizadas 

diversas metodologias, tais como ensaios de proliferação e apoptose celular, de 

citotoxicidade, avaliação da expressão génica, entre outros (77). 

A viabilidade celular é determinada pelo número de células viáveis presentes na amostra, 

baseando-se habitualmente na análise da atividade enzimática, permeabilidade da 

membrana celular, atividade de captação de nucleotídeos e produção de ATP. A escolha 

do ensaio de viabilidade e integridade estrutural adequado deve ter em conta o tipo de 

célula e as condições de cultura (77).  

2.3.1. Avaliação Imunohistoquímica 
 

A utilização de tecido fixado em formalina e embebido em parafina para diagnóstico 

histológico, imunohistoquímico e por hibridização in situ (78), permanece ainda como o 

método de eleição para analisar tecidos.   

Segundo Yuzhakov et al. (2018), para a realização de estudos morfofuncionais 

complexos, a utilização de marcadores histológicos como o Ki-67 continua a ser essencial 

(79). Ki-67 é uma proteína nuclear, que se encontra em todos os vertebrados e que é 

expressa nas células em proliferação. Este facto, permite a classificação de tumores 

através da análise da taxa de divisão celular, considerando-se um marcador de 

agressividade tumoral. A proteína Ki-67 possui uma semivida de apenas 1h-1,5h, tendo 

capacidade de codificar duas isoformas de proteínas com pesos moleculares entre os 345 

e 395kDa (78).  

O antigénio Ki-67 encontra-se presente em todas as fases do ciclo celular com exceção 

da fase G0. Durante a anáfase e telófase (G1 e S) verifica-se a diminuição dos seus níveis, 

seguida de um aumento acentuado no início da mitose e novamente de um decréscimo na 

fase seguinte. Relativamente ao ciclo celular das células somáticas, uma vez que incluem 

divisões nucleares e citoplasmáticas, citocinese e mitose é possível a avaliação do 
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desenvolvimento folicular através deste marcador, dado o facto de reconhecer um 

antigénio nuclear específico da proliferação celular (1,78). 

Em resposta a stress celular e/ou danos no DNA são desencadeados mecanismos 

apoptóticos, os quais se subdividem em duas vias: a via extrínseca, em que ocorre a 

ligação de células que sofrerão apoptose a recetores localizados na membrana celular e a 

ligantes (sistema Fas-FasL) e a via intrínseca/mitocondrial que engloba genes anti-

apoptóticos (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-in, Mcl-1) e genes pro-apoptóticos (Bax, Apaf-1, Noxa, 

caspase 3). Porém, em ambas as vias ocorre a ativação da família de proteases de cisteína, 

como a caspase 3 e caspase 8, que atuam na cascata proteolítica, de modo a remover as 

células em degeneração (64). 

A caspase-3 é uma caspase efectora, clivada pelas caspases iniciadoras 8 e 9 nas 

subunidades p12 e p17. Posteriormente, uma vez ligadas às proteínas adaptadoras, a 

proteína caspase-3 dimeriza, o que origina a clivagem num dos seus domínios específicos 

de protease. Uma vez ativa, a caspase 3, ativa a caspase 2 e 6, desempenhando assim um 

importante papel na mediação da sinalização de apoptose (80). No tecido ovárico, a 

atresia folicular associa-se à apoptose. Em particular, o gene da caspase-3 é expresso nas 

células da granulosa de folículos em apoptose e especialmente nos folículos antrais (81).  

O normal desenvolvimento dos folículos é dependente do processo angiogénico, o qual 

tem início com a proliferação capilar (composta pela fragmentação da membrana basal 

dos vasos existentes e migração e proliferação das células endoteliais) e termina na 

formação de arteríolas, capilares e vénulas. Ao longo do crescimento dos tecidos, as 

células endoteliais vasculares apresentam taxas mitóticas iguais ou superiores às taxas de 

crescimento de tumores bastante agressivos. No que se refere aos folículos ováricos, o 

aumento da sua vascularização é um fator crucial na dominância folicular, sendo capazes 

de produzir fatores angiogénicos, tais como o VEGF e FGF (82).  

Para um melhor esclarecimento da função dos fatores de crescimento no desenvolvimento 

folicular, é necessária a utilização de antigénios como o Factor VIII, exclusivamente 

sintetizado pelas células endoteliais, mais especificamente nos corpos de Weibel-Palade 

e nos megacariócitos. O Factor VIII é uma glicoproteína presente no plasma humano, 

apresentando capacidade de coagulação do sangue, uma vez que geralmente se liga ao 

Fator de von Willebrand (glicoproteína multimérica), regulando a adesão de trombócitos 

ao tecido conjuntivo subendotelial (83). Desta forma, a marcação imunohistoquímica do 
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antigénio do Factor VIII poderá ser útil na avaliação da densidade endotelial em tecido 

ovárico de bovino (21,84).  

2.3.2. Avaliação por LDH 
 

É imprescindível o controlo da integridade funcional dos tecidos criopreservados, o qual 

pode ser feito através de ensaios de fragmentação de DNA de células de ovócitos e/ou 

granulosa ou através de marcadores bioquímicos de citotoxicidade, como o ensaio de 

lactato desidrogenase (LDH) que é uma técnica de baixo custo que permite a obtenção de 

resultados de forma rápida (1,85). De acordo com Cirelli et al. (2000), aproximadamente 

80% da libertação de LDH ocorre durante as primeiras três horas pós descongelação (86). 

Os ensaios de citotoxicidade como o de LDH são uma alternativa colorimétrica aos 

ensaios com libertação de Crómio-51 (51Cr), facilitando a análise da atividade enzimática 

citoplasmática através da avaliação da percentagem de lise celular caracterizada pela 

rotura da membrana citoplasmática, a qual é avaliada pela quantidade de enzima 

citosólica estável (LDH) libertada para o meio extracelular. Esta dá origem a uma reação 

de conversão de um sal de tetrazólio em formazano vermelho. Assim, os níveis de 

absorvância obtidos pela quantidade de cor existente correspondem ao número de células 

lisadas (87).  

2.3.3. Avaliação da expressão genética 
 

A técnica de PCR em tempo real e RT-qPCR envolve quatro etapas: extração de RNA, 

conversão do RNA em cDNA, qPCR e análise dos resultados obtidos. A técnica apresenta 

níveis de sensibilidade, precisão e velocidade muito elevados (88,89) .  

Estes resultados são sempre padronizados através da utilização de genes de referência 

para normalizar os resultados (90), servindo também como controlos internos (88).  

Ainda não são claros os efeitos da criopreservação por vitrificação na expressão genética 

do tecido ovárico. De acordo com Mazoochi et al. (2009), a vitrificação provoca 

alterações na expressão de genes anti-apoptóticos e pró-apoptóticos, o que não significa 

necessariamente que ocorra apoptose ao nível ultra estrutural (64). Apesar de a maioria 

dos estudos indicarem que a vitrificação afeta a expressão de genes essenciais da 

angiogénese é necessário ter em conta que a escolha dos genes de referência é essencial. 

No caso particular do tecido ovárico humano criopreservado, e relativamente aos genes 
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de referência, são as proteínas β-actina (ACTB), gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH), Ciclofilina B (Ciclo) e  HSP90 (91,92), enquanto que no tecido ovárico bovino 

os mais adequados são a microglobina beta-2 (B2M), GAPDH,  RPLP0 e ACTB (93,94), 

sendo que a escolha destes genes deverá ser sempre adaptada a cada caso em concreto 

(95). 

Na avaliação da preservação do pool de folículos ováricos, a AMH e o seu recetor 

AMHR2 são de elevada importância, enquanto que no caso da vascularização se destaca 

o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e os seus recetores VEGFR1 e 

VEGFR2 (37) assim como a proteína VASN (40), e o gene CYP11A1 na síntese de 

hormonas esteroides (42,96,97).  

2.3.4. Avaliação Epigenética 
 

A epigenómica, estuda os diversos mecanismos envolvidos na regulação da expressão 

génica. Tem vindo a ser demonstrado que as alterações das condições ambientais e dos 

padrões epigenéticos influenciam o desenvolvimento de diversas patologias. A regulação 

epigenética pode efetuar-se através de vários mecanismos entre os quais: metilação de 

DNA, modificações das histonas e nucleossomas, e expressão de microRNAs (miRNAs) 

(98).  

A metilação do DNA consiste numa modificação química do mesmo, que afeta a 

transcrição genética (99). Até ao momento, a maioria dos estudos focaram-se na análise 

da metilação da região promotora adjacente ao local de início da transcrição e nos 

elevados níveis de 5-mC (citosina convertida em 5-metil-citosina) associados ao 

silenciamento da transcrição. Não obstante esse facto, recentemente foi comprovado que 

a metilação na região promotora não bloqueia na totalidade a transcrição e pode ainda 

regular o splicing (100). Ademais, a paisagem genómica apresenta uma variação 

marcante na distribuição de diversas características, incluindo elementos transponíveis, 

conteúdo CG, ilhas de dinucleótidos CpG, taxa de recombinação e inúmeros genes (101).  

Sensivelmente, 70% de todos os genes humanos possuem ilhas CpG na região promotora, 

sendo estas suscetíveis a metilações que podem alterar a expressão genética. Ainda 

permanecem por esclarecer diversas questões, nomeadamente o momento em que ocorre 

a metilação nas ilhas CpG e a origem da metilação, isto é, se é uma consequência 
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secundária do envelhecimento ou das condições ambientais, assim como qual a função da 

metilação em ilhas CpG em regiões não promotoras (102).  

Recentemente, têm vindo a ser publicados estudos que demonstram a relevância da 

regulação epigenética de regiões não promotoras (102). No âmbito da reprodução 

humana, para além de alterações genéticas dos ovócitos que podem associar-se à 

diminuição da função ovárica, esta situação poderá ter origem ao nível de alterações 

epigenéticas, responsáveis pelo processo de envelhecimento celular e desenvolvimento 

de doenças complexas. Uma vez que, a perda da função ovárica é um dos fenótipos de 

envelhecimento mais habituais em humanos, é fundamental compreender os mecanismos 

epigenéticos que se encontram envolvidos quer na reprodução humana quer no 

envelhecimento em geral (100), mas também desenvolver métodos que permitam a 

deteção de ilhas CpG úteis ao desenvolvimento de marcadores genómicos (99).   

2.4. Resultados da criopreservação de tecido ovárico 
 

Ao longo dos últimos 60 anos têm sido estudadas diversas abordagens de modo a 

melhorar a criopreservação e o posterior transplante do tecido ovárico. Em 1999, foi 

realizado por Oktay o primeiro transplante de tecido ovárico criopreservado humano e, 

em 2004, Donnez et al., descreveram o primeiro nascimento humano derivado de tecido 

ovárico criopreservado seguido de autotransplante ortotópico. Em 2011 ocorreu o 

primeiro nascimento após transplante heterotópico de tecido ovárico criopreservado 

(103).  

De acordo com diversos autores, o autotransplante de tecido ovárico criopreservado 

permite a restauração da função endócrina, quer antes quer depois de atingida a 

maturidade sexual (103).  Porém, apenas foi relatado um caso que evidência a maturação 

espontânea in vivo de ovócitos provenientes de fragmentos extraídos de meninas durante 

a puberdade e antes do início da vida reprodutiva (104).  

Com base nos resultados obtidos por Van der Ven et al. (2016), de cerca de 74 

transplantes ortotrópicos, aproximadamente 67% apresentaram actividade ovárica com 

nascimentos em 33% das pacientes (103). Apesar de ainda ser considerado um 

procedimento experimental a nível global, a criopreservação e transplante de tecido 

ovárico humano permitiu a recuperação da atividade ovárica em 95% dos casos e mais de 

130 nascimentos (105,106).   
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Adicionalmente, segundo Jensen et al. (2015), o tecido ovárico criopreservado 

reimplantado por autotransplante ortotópico apresenta uma duração média de cerca de 4-

5 anos (107) (Figura 3). Ambos os tipos de transplante podem ter longevidade maior  

atingindo os 10 anos, sendo contudo necessário ter em conta que a duração média da 

função ovárica se encontra diretamente relacionada com a densidade folicular no 

momento da criopreservação do tecido (105,108).   

3. Transplante de Tecido Ovárico 
 

A criopreservação de tecido ovárico e seu posterior transplante, para além das vantagens 

anteriormente mencionadas, destaca-se pelo facto do tecido conter um elevado número 

de folículos primordiais e primários, os quais demonstram ser mais criotolerantes devido 

às baixas taxas metabólicas e à sua localização no córtex avascular mais externo, onde se 

encontram os principais fatores angiogénicos (VEGF, VEGFR1 e VEGFR2), permitindo 

uma eficiente vascularização. Isto é, numa primeira fase, dado o facto dos folículos pré-

antrais não englobarem uma rede vascular específica, a nutrição e oxigenação ocorre 

maioritariamente através de uma única camada de finos vasos sanguíneos do estroma, 

ainda que ocorra a formação residual de uma rede capilar em torno dos folículos. Numa 

segunda fase, já em estágios mais tardios, ocorre uma reorganização do estroma, com a 

formação de uma camada interna composta por inúmeros vasos sanguíneos (teca interna) 

e uma camada externa constituída por tecido conjuntivo fibroso na sua grande maioria 

(teca externa) (109,110). O número e o diâmetro dos vasos sanguíneos é diretamente 

proporcional ao desenvolvimento folicular, o que permite a formação de redes capilares 

Figura 3 - Duração do enxerto e ocorrência de nascimentos após autotransplante de tecido ovárico. Um asterisco 

representa pacientes cujos enxertos deixaram de ter resultados positivos e dois asteriscos representam pacientes que 

faleceram. Adaptado de: Jensen et al., (2015) 
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que circundam os folículos e fornecem nutrientes, quer às células da teca, quer às células 

da granulosa (111).  

Não está ainda esclarecido qual o mecanismo compensatório que permite o bom 

funcionamento do enxerto, mesmo com níveis reduzidos de AMH e elevados níveis de 

FSH após o transplante (47). De acordo com Winkler-Crepaz et al. (2016), a capacidade 

do tecido autotransplantado recrutar os folículos remanescentes poderá estar relacionada 

com a via PI3K/PTEN/Akt, já que a reserva ovárica e taxa de recrutamento de folículos 

primordiais vai diminuindo, de modo a manter a reserva ovárica e a dormência folicular 

(47,112).  

Um dos fatores, senão o mais crucial, para o êxito da técnica de transplante de tecido 

ovárico está diretamente relacionado com a velocidade de revascularização, de modo a 

evitar lesões isquémicas, as quais ocorrem maioritariamente ao longo dos primeiros dias 

após a cirurgia. De acordo com estudos recentes, apesar da deteção de regiões necróticas 

7 dias após o transplante, parece haver uma recuperação da viabilidade dos enxertos, 

através da reoxigenação progressiva do tecido ovárico (113–115). 

No âmbito do transplante ortotópico, o tecido é reimplantado no seu ambiente fisiológico, 

o que contribui consideravelmente para o sucesso da técnica. No caso do tecido ovárico, 

o facto de ser colocado na cavidade pélvica proporciona um ambiente ideal para o 

desenvolvimento folicular, dadas as condições de temperatura, pressão, irrigação 

sanguínea e fatores parácrinos. Todavia, esta opção apresenta algumas desvantagens, 

nomeadamente o risco de reimplantação de células neoplásicas, o qual poderá ser 

minimizado através do isolamento dos folículos antes e depois da criopreservação, mas 

nunca evitado por completo. Acresce que o número de fragmentos que podem ser 

transplantados em cada intervenção é limitado (116).  

Embora tenham vindo a ser obtidos resultados encorajadores desde 1994 na área da 

produção animal, e nomeadamente em ovinos e caprinos, apenas em 2004 ocorreu o 

primeiro nascimento com sucesso em humanos por meio da criopreservação e posterior 

autotransplante do tecido ovárico (116). Liu et al. (2008), comprovaram, em ratinhos, a 

possibilidade de uma vida reprodutiva normal após autotransplante (117).  

O transplante heterotópico pode ser realizado no ratinho na cavidade da bursa, na cápsula 

renal ou por via subcutânea. Contudo, independentemente do local do transplante haverá 

sempre um efeito de hipoxia responsável pelo processo de isquémia. Há vários casos 
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descritos que apresentam um declínio significativo da densidade folicular associado a um 

aumento do crescimento folicular. Estes fenómenos poderão estar relacionados com a 

interrupção da regulação do desenvolvimento folicular através da criopreservação e das 

baixas taxas metabólicas dos folículos primordiais mencionadas em capítulos anteriores 

(112,116). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Xenotransplante num ratinho de tecido ovárico bovino.  

A e B - Recuperação após 2 e 4 semanas, adaptado de: Langbeen et al., (2015).  

C e D - Recuperação após 7 e 28 dias, obtidos durante este estudo.  

Ao compararmos o autotransplante com o xenotransplante, tornam-se evidentes as 

vantagens do transplante heterotópico, dado ser uma técnica minimamente invasiva, que 

permite a recuperação de ovócitos e monitorização de processos neoplásicos. No entanto, 

ao contrário do que ocorre no transplante ortotópico, neste caso é necessária a utilização 

de técnicas de reprodução assistida para conseguir a produção de embriões (116,118).  

Os transplantes heterotópicos não fornecem um ambiente fisiológico ideal e no caso 

particular da mulher, já foram testados diversos locais de transplante (no ligamento largo, 

músculo reto, antebraço, tecido subcutâneo do abdómen e tecido subperitoneal). O tecido 

subcutâneo do abdómen é, no ratinho, um dos locais que permite um ambiente fisiológico 

mais adequado para o desenvolvimento folicular, tal como é possível verificar na Figura 

4 em que foram transplantados fragmentos de tecido ovárico bovino em ratinho e rato e 7 

dias após o transplante é visível a olho nu a envolvência do tecido no organismo 

(110,116). Luyckx et al. (2013), demonstrou a existência de elevadas taxas de 

sobrevivência folicular de tecido ovárico pré-púbere criopreservado de ratinhos, através 

da retenção de um grande pool de folículos primordiais dormentes no enxerto (119). Já 

na espécie humana, em 2013, foi relatada a primeira gravidez clínica, após transplante 

heterotópico de tecido ovárico criopreservado realizado na parede abdominal anterior (em 
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localização subperitoneal), numa paciente anteriormente submetida a ooforectomia 

bilateral (120).  

3.1. Longevidade do tecido ovárico transplantado 
 

A localização do transplante é um dos elementos chave para a sobrevivência do enxerto, 

sendo que no caso dos transplantes ortotópicos, o tecido ovárico pode ser colocado na 

bursa ovárica no ratinho, ou no antebraço na mulher, enquanto que nos transplantes 

heterotópicos é frequentemente colocado sob a pele do antebraço ou no abdómen, de 

modo a ser possível a sua monitorização por ultrassonografia (110).  

O período de revascularização, é uma etapa fulcral para a sobrevivência folicular aos 

danos isquémicos, dado que os fragmentos de tecido implantados não contêm vasos 

sanguíneos.  

Apesar de não ser possível determinar a longevidade do tecido ovárico transplantado, 

sabe-se que o enxerto necessita de 4 a 5 dias para ser reoxigenado. No caso dos ratos, 

foram detetados vasos funcionais a partir do 7º dia e em humanos desde o 5º dia após 

transplante, seguindo-se de uma gradual oxigenação nos 5 dias seguintes (121). Silber et 

al. (2015), referem que o reinício dos ciclos menstruais ovulatórios e níveis séricos 

normais de FSH ocorrem 77-142 dias após autotransplante e 130-170 dias após 

alotransplante. Os  níveis de AMH, permanecem inicialmente baixos, aumentando em 

resposta ao desenvolvimento folicular estimulado pelas gonadotrofinas, voltando a níveis 

bastante reduzidos sensivelmente em 240 dias (Figura 5) (122–124). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5- A) Níveis de FSH e de AMH após alotransplante. B) Níveis de FSH e de AMH após autotransplante de 

tecido ovárico criopreservado. Adaptado de: Silber et al., (2015) 

A) B) 
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Capítulo II - Objetivos 
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Com este projeto, pretendemos avaliar da influência do L-Mesitran Soft, como alternativa 

a outros fármacos (VEGF e Vitamina D), na estimulação da angiogénese, preservação da 

reserva ovárica e esteroidogénese, em diferentes etapas do processo de criopreservação e 

posterior transplante.  

Utilizaremos tecido ovárico bovino em cultura in vitro e posterior transplante em ratos 

fêmea Rowett Nude (RNU) imunodeprimidos, previamente ovariectomizados e 

avaliaremos: 

- Os efeitos do processo de criopreservação e cultura in vitro com L-Mesitran, VEGF e 

Vitamina D, em termos de citotoxicidade celular. 

- Os níveis de proliferação celular, apoptose celular e densidade endotelial com 

marcadores específicos (Ki-67, Caspase-3 e Fator VIII) durante a cultura in vitro e após 

remoção ao 7º e 28º dia do modelo in vivo. 

- Analisar os padrões de metilação dos genes VASN e AMH, durante as 48 horas de 

cultura e 7 dias após transplante.  

- A preservação do pool dos folículos ováricos, a angiogénese e a esteroidogénese através 

da análise de expressão genética, in vitro e 7 dias após o transplante (AMH, AMHR2, 

VEGF, VEGFR1, VEGFR2, CYP11A1 e VASN). 
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Capítulo III – Material e Métodos 
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1. Desenho Experimental 
 

O presente trabalho foi realizado in vitro e in vivo com objetivos idênticos, sendo os 

ensaios constituídos por seis grupos (Figura 6) e os fragmentos criopreservados 

distribuídos aleatoriamente pelos diversos grupos delineados: 

 

Após a criopreservação e cultura in vitro durante 48 horas, o sobrenadante da cultura foi 

avaliado em termos de citotoxicidade celular através do doseamento da concentração de 

LDH no meio de cultura. Dos 187 fragmentos de tecido ovárico bovino criopreservado, 

9 foram analisados ao tempo zero, 45 foram estudados in vitro durante 48 horas e 74 

foram transplantados para ratos fêmea imunodeprimidos, previamente ovariectomizados, 

perfazendo um total de 12 fêmeas (2 fêmeas por tratamento) e removidos após 7 e 28 

dias.  

Os fragmentos in vitro e in vivo foram avaliados em termos histológicos, o que permitiu 

a contagem de folículos primordiais, primários e secundários, imunohistoquímicos, com 

o marcador Ki-67 (indicador de proliferação celular), o marcador da Caspase 3 (indicador 

de apoptose celular) e o Factor VIII (indicador da densidade endotelial), dos níveis de 

expressão genética, através da técnica de RT-qPCR, de genes envolvidos na angiogénese 

(VEGF, VEGFR1 e VEGFR2), da reserva ovárica (AMH, AMHR2 e VASN) e da 

Figura 6- Descrição dos grupos em estudo.  
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esteroidogénese (CYP11A1) e através da técnica de pirosequenciamento de bissulfito a 

avaliação dos níveis de metilação (controlo epigenético) dos genes AMH e VASN 

(Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Desenho Experimental. Às 48 horas os resultados foram avaliados em termos de LDH, IHQ, RT-qPCR e 

Pirosequenciamento de Bissulfito; Aos 7 e 28 dias foram realizados todos as análises com exceção do LDH. 

 

1.1. Aquisição e Preparação do Córtex Ovárico Bovino 

Os ovários bovinos foram recolhidos no matadouro Regional do Ribatejo, em copos de 

amostra devidamente identificados, e transportados a 4ºC para o laboratório de 

embriologia até sensivelmente 1 hora após o abate e a recolha. Durante o transporte, os 

ovários foram mantidos em contacto com uma solução salina fosfatada tamponada (PBS) 

enriquecida com 0.15% de albumina de soro bovino (BSA), 0.05mg/mL de sulfato de 

kanamicina e 0.025 mg/mL de anfotericina C. 

1.1.1. Técnica de Corte e Cultura in vitro 
 

A primeira etapa, consistiu na divisão dos ovários em duas partes idênticas, seguido da 

remoção da zona medular, por meio de um corte suave com o intuito de não danificar o 

tecido cortical. De seguida, a zona cortical foi subdividida em fragmentos de 

aproximadamente 1 cm, perfazendo um total de 53, 61 e 73 fragmentos por cada par de 

ovários, alternando consoante o tamanho do tecido cortical (Figura 8).  
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À posteriori, os fragmentos, em contato com meio de cultura de tecido (TCM-199) 

(Gibco, ref. 22340-020) enriquecido com 10% de BSA, foram divididos pelos diversos 

grupos de cultura acima mencionados no desenho experimental, com exceção de alguns 

fragmentos que foram fixados em formaldeído tamponado 4% (VWR, Leuven, Bélgica), 

para posterior processamento no Serviço de Anatomia Patológica dos CHUC e avaliação 

imunohistoquímica (Grupo de Pós Descongelação). 

1.1.2. Vitrificação/Desvitrificação do Córtex do Tecido Ovárico  
 

Após a aquisição e preparação do córtex do tecido ovário bovino procedeu-se à 

criopreservação, recorrendo à técnica de vitrificação. Numa primeira fase, os fragmentos 

foram transferidos para o meio base [TC199 com 20% de soro fetal bovino (NBCS) e 

antibióticos] e de seguida para um meio de equilíbrio, composto por TCM199, 

suplementado com 20% NBCS, 7,5% etilenoglicol (EG) e 7,5% DMSO, no qual 

permaneceram durante 15 minutos à temperatura ambiente. Após este período, os 

fragmentos foram colocados em contacto direto com a solução de vitrificação [15% EG, 

15% DMSO, 0,5 M sucrose em TCM199 com 20% soro de vaca em cio superovulada 

(SOCS)] ao longo de 5 minutos, à temperatura ambiente. Por último, os fragmentos foram 

colocados em papel absorvente de modo a remover a solução de vitrificação excedentária 

e posteriormente foram transferidos para criotubos esterilizados de 1,8mL (Nunc 

CryoTubesT M, Ref.363401). Como foi utilizado um sistema aberto, o azoto líquido foi 

Figura 8- Preparação dos fragmentos de tecido ovárico bovino. A) Ovário Bovino. B) Tecido Cortical Ovárico, após 

removida toda a zona medular. C) Zona cortical subdividida nos diversos fragmentos de 1cm. 
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colocado diretamente em contato com o córtex do tecido ovárico e após a selagem dos 

criotubos, estes foram submersos em contentores específicos.  

Por outro lado, em relação à descongelação, a primeira etapa referente ao aquecimento, 

consistiu na remoção dos criotubos dos contentores com azoto líquido, os quais foram 

mantidos à temperatura ambiente durante 20 segundos, seguido da submersão dos 

mesmos no banho termostático a 37ºC, de modo a atingirem a cor rosada (indicação que 

os fragmentos se encontram descongelados). Numa segunda fase, foi adicionado aos 

criotubos 1 mL do primeiro meio de descongelação (TCM199 com 20% FBS 

suplementado com 1M de sucrose), com um período de incubação de 5 minutos. Por fim, 

os fragmentos foram transferidos para placas de cultura, nas quais permanecerem em 

contacto com 3 soluções de descongelação, constituídas por TCM199 com 20% de FBS 

suplementado com 0,5M, 0,1M e 0M de sucrose respetivamente, durante 5 minutos por 

cada solução.  

1.1.3. Xenotransplante de Tecido Ovárico Bovino  
 

Após a realização de 3 sessões de cultura in vitro, foram realizados xenotransplantes 

heterotópicos subcutâneos, em bolsas criadas junto à fáscia muscular abdominal de 12 

ratos fêmeas Rowet nude (RNU, homozigóticos) (Figura 9), previamente 

ovariectomizadas, em acordo com as especificações da FMUC/ICBR (Coimbra Institute 

for Clinical and Biomedical Research) e do conselho de Bem-Estar Animal (ORBEA). A 

indução e manutenção anestésica foi obtida com sevofluorano (5%) e a analgesia com 

carprofeno (5mg/kg, perfazendo um total de 0,2 mL por animal). Ao longo de todo o 

processo, a cada 72 horas, o peso dos animais foi avaliado, assim como os restantes sinais 

de bem-estar.  

Os fragmentos de córtex de ovário de bovino dos 6 grupos anteriormente descritos foram 

distribuídos aleatoriamente pelos animais, sendo que de cada grupo os enxertos foram 

recuperados ao 7º e 28º após o transplante e submetidos a análises de imunohistoquímica, 

RT-qPCR e pirosequenciamento de bissulfito, segundo os protocolos anteriormente 

descritos. 
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Figura 9- Desenho Experimental do xenotransplante de tecido ovárico bovino. 

 

2. Avaliação Histológica 
 

O método de avaliação histológica, habitualmente com o auxílio da coloração com 

Hematoxilina e Eosina (H&E), permite-nos analisar morfologicamente o tecido ovárico. 

Neste caso em específico, através do protocolo de coloração com H&E do Serviço de 

Anatomia Patológica do CHUC (Anexo I), os fragmentos de tecido ovárico bovino foram 

fixados em paraformaldeído tamponado 4%, incluídos em bloco de parafina, e efetuados 

cortes (micrótomo) de 3 µm de espessura. 

A observação das lâminas foi realizada por meio de microscopia de transmissão 

(microscópio Axio Imager Z2), com uma ampliação de 20x, intensidade de luz de 3.81V, 

0.8 de DIC e um brilho de 23% e fotografadas com o auxílio do programa Zen 2 blue 

edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011). De seguida, procedeu-se à classificação 

folicular por dois avaliadores distintos, através do programa Zen 2 Blue Edition (Carl 

Zeiss Microscopy GmbH, 2011). A classificação foi realizada de acordo com o descrito 

na literatura, sendo os folículos classificados, em número absoluto, em primordiais 

(constituídos por uma única camada de células da granulosa num estado precoce e com 
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morfologia achatada), primários (apresentam uma única camada de células da granulosa 

cuboides) e secundários (compostos por duas ou mais camadas de células da granulosa 

cuboides em torno do ovócito) (125) (Tabela 1). Os folículos pré antrais e antrais foram 

agrupados aos folículos secundários.  

Tabela 1- Classificação folicular de acordo com uma adaptação da classificação de Gougeon (1986). 

 

 

 

3. Avaliação Imunohistoquímica 
 

A técnica de imunohistoquímica é uma ferramenta poderosa, que tem como base a 

microscopia e consequente visualização/localização de proteínas-alvo de componentes 

celulares em amostras de tecido. Dado o elevado número de protocolos, para além da 

capacidade da aplicação de biomarcadores bastante específicos, a imunohistoquímica 

permite a deteção simultânea, com elevada sensibilidade, de múltiplas proteínas bem 

como a interação entre estas. 

Neste estudo em particular, as amostras de córtex do ovário, foram fixadas em 

formaldeído tamponado 4% (VWR, Leuven, Bélgica) e inseridas em parafina com 

posterior incubação com o anticorpo primário específico (Fator VII, Ki-67 ou Caspase 3), 

de acordo com o protocolo do Serviço de Anatomia Patológica dos CHUC (Anexo II). 
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3.1. Determinação da Densidade Endotelial 
 

Após a realização do protocolo de imunohistoquímica do Serviço de Anatomia Patológica 

dos CHUC, os resultados de densidade endotelial foram analisados no microscópio Axio 

Imager Z2, por meio da ativação do sistema de imagem ApoTome 2 e DIC-TLm 

(microscópio com lentes térmicas de contraste por interferência diferencial), com uma 

ampliação de 20x e fotografadas com o auxílio do programa Zen 2 blue edition (Carl 

Zeiss Microscopy GmbH, 2011), aplicando as características de 0.8 de DIC, 4.0V de luz 

e com um brilho de 23% (Figura 10).  

A quantificação da percentagem de área marcada pelo Fator VIII foi realizada através do 

programa Image J (versão Fiji, 1.8.0, E.U.A) por dois avaliadores distintos. Foram 

selecionadas aleatoriamente cinco zonas de cada amostra através da aplicação de uma 

grelha retangular (494x320 pixéis), sendo os resultados subsequentemente apresentados 

em forma de média.   

 

 

 

  

 

Figura 10 – Marcação pelo fator VII num fragmento de tecido ovárico. Resultados obtidos pelo Microscópio Axio 

Imager Z2 na ampliação de 20x. Marcação do Fator VII representada a castanho. 
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3.2. Quantificação da Proliferação e da Apoptose Celular 
 

À semelhança do referido no subcapítulo anterior, após o protocolo de 

imunohistoquímica, no qual ocorreu separadamente a incubação com o indicador de 

proliferação celular (Ki-67) e de apoptose celular (Caspase 3), as lâminas foram 

analisadas no microscópio Axio Imager Z2, com os parâmetros normalizados para 0.8 de 

DIC, 4.0V de luz e com um brilho de 23% e fotografadas/analisadas com o auxílio do 

programa Zen 2 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011).  

Em termos de classificação, para além da determinação aleatória das diversas áreas pelos 

2 observadores, procedeu-se à classificação por percentagem folicular positiva e/ou 

negativa correspondente à expressão dos marcadores, em folículos primordiais, primários 

e secundários dos respetivos tratamentos em estudo (Tabela 2).  

Em relação ao estroma, a quantificação da percentagem de área marcada com Ki-67 foi 

realizada através do programa Image J (versão Fiji, 1.8.0, E.U.A) por dois avaliadores 

distintos. Foram selecionadas aleatoriamente cinco zonas de cada amostra através da 

aplicação de uma grelha retangular (494x320 pixéis), sendo os resultados 

subsequentemente apresentados em forma de média.   

Tabela 2- Expressão de Ki-67 e Caspase 3 nos folículos. As imagens foram obtidas com uma ampliação de 20x, no 

microscópio Axio Imager Z2. 
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4. Quantificação de Lactato Desidrogenase 
 

De modo a aferir a citotoxicidade celular após a criopreservação e 48 horas de cultura, 

foi quantificada a concentração de lactato desidrogenase (LDH) nos sobrenadantes dos 

meios de cultura dos diversos tratamentos. Por meio do kit Non-Radioactive The 96 

CytoTox®, (G1782), foi realizada uma avaliação colorimétrica com base na leitura de 

absorvâncias efetuadas pelo equipamento da Glomax (Promega GloMax Multi Detection 

System). Deste modo, foram retirados 50 μL do sobrenadante dos distintos meios de 

cultura e transferidos para uma placa de 96 poços, assim como 3 controlos negativos (50 

μL de TCM199 + soro) e um controlo positivo (50 μL de uma diluição de 1:5000 de 

LDH). De seguida, foram adicionados 50 μL de uma mistura de substrato constituída pelo 

tampão de ensaio. Após um período de incubação de 30 minutos à temperatura ambiente 

e protegida da luz, foram adicionados outros 50 μL da solução de paragem por cada poço 

da placa. Posteriormente à leitura dos valores de absorvância, com o auxílio de dois filtros 

(1,450 mm e 2,560 mm), os resultados foram convertidos em valores de citotoxicidade 

aplicando a seguinte fórmula:  

           

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎−𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜𝑠 3 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜𝑠 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑣â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
 𝑥 100 

 

5. Avaliação da Expressão Genética 
 

Para a quantificação dos níveis de expressão (mRNA) dos genes AMH, AMHR2, VEGF, 

VEGFR1, VEGFR2, CYP11A1 e VASN foi utilizado o PCR quantitativo em tempo real 

(do inglês RT-qPCR; real-time quantitative polymerase chain reaction), de acordo com 

protocolos previamente descritos (95). Os genes de referência escolhidos foram os 

seguintes: GAPDH, RSP29 e Ciclofilina B.  

No total foram analisadas 44 amostras, as quais foram armazenadas em RNAlater a -80ºC, 

de modo a assegurar a estabilização e proteger o próprio RNA sem comprometer a 

qualidade/quantidade, necessária a todo o processo em seguida descrito. 

 

 

(1) 
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5.1. Extração total de RNA 
 

A preparação do RNA foi iniciada com a descongelação das amostras, seguida da 

homogeneização das mesmas em meio de Trizol (1 mL/ 50 mg de amostra) com o 

homogeneizador TissueLyser II (Quiagen), durante 8 minutos a uma frequência de 

25Hertz, com o auxílio de esferas de aço inoxidável estéreis. Complementarmente, foi 

efetuada uma digestão com cerca de 10 μL da enzima Proteinase K (serina protéase 

estável, caracterizada pela sua estabilidade e ampla especificidade de substrato que 

permite degradar proteínas inclusive na presença de detergentes), durante 2 horas em 

banho maria a 55ºC. Após a disrupção do tecido e digestão com a enzima, foi adicionado 

300 μL de clorofórmio às amostras e colocadas no vortex durante 5 minutos. De seguida, 

de modo a obter 3 fases distintas, as amostras foram centrifugadas durante 25 minutos a 

12400 rpm. Posto isto, uma vez formadas as 3 fases, procedeu-se à remoção da fase 

superior (mais transparente) constituída pelo RNA. Numa segunda fase, o RNA total foi 

extraído e purificado de acordo com o protocolo de isolamento total de RNA (Zymo) 

descrito no Anexo III. De modo a excluir possíveis contaminações de DNA genómico, 

foi efetuado um passo adicional (etapa 9) de digestão com DNase I [RNase-Free DNase 

Set (50; ID: 79254); Qiagen]. 

Por último, os extratos de RNA total foram imediatamente avaliados em termos de 

quantidade (OD 260nm) e de nível de pureza (OD 260nm/ OD 280nm) com o auxílio do 

espectrofotómetro (NanoDrop ND-2000c, Peqlab GmbH, Erlangen, Alemanha).  

5.2. Síntese do DNA complementar 
 

O DNA complementar de cadeia simples foi sintetizado utilizando o kit de transcrição 

reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), o qual 

é caracterizado pela sua capacidade de iniciação aleatória da síntese de cDNA. Posto isto, 

para cada reação de 20 μL, foi utilizado 10 μL da reação de mistura de transcrição reversa 

(RT) composta pelos reagentes descritos na Tabela 3. Após a adição de 10 μL da mistura 

de RT a 10 μL de cada amostra de RNA (com concentração previamente homogeneizada), 

as alíquotas foram transferidas para o termociclador a temperaturas de 25°C por 10 min, 

37°C por 120 min, 85°C por 5 min e 4°C até serem armazenas a -20°C. 
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Tabela 3 – Preparação da amostra para realização de RT-qPCR. 

Reagentes necessários para a preparação da mistura de transcrição reversa, descrita no protocolo High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Componentes 

Volume 

Com RT 
Sem RT (controlo 

negativo) 

10x RT Buffer 2μL 2μL 

25x dNTPs Mix 0,8μL 0,8μL 

10x Random Primers 2μL 2μL 

MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase 
1μL - 

RNase Inhibitor 1μL 1μL 

H2O (Nuclease free) 3,2μL 4,2μL 

Total por reação 10μL 10μL 

 

5.3. Desenho dos Primers  
 

O desenho dos primers foi, numa primeira fase, concebido através da utilização do 

programa Primer-Blast (Anexo IV). De seguida, com o intuito de evitar amplificações 

inespecíficas [como por exemplo ligações entre os próprios primers (hairpins e sef 

dimers) ou entre primers diferentes (cross dimers)], os primers selecionados foram 

analisados com o programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EUA). 
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5.4. Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-

qPCR) 
 

A reação de RT-qPCR foi realizada com recurso ao sistema de PCR em tempo real 

StepOne Plus ™ e com a aplicação da mistura comercial Power SYBR® Green (ambos 

da Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que permite uma maior sensibilidade e 

reprodutibilidade dos resultados obtidos. As amostras foram analisadas em duplicado e 

com recurso a controlos RT-negativos, com o objetivo de uniformizar os resultados e 

corrigir possíveis erros de leitura. 

Previamente, procedeu-se à preparação da reação de qPCR constituída por 12,5μL da 

mistura Power SYBR® Green, 2μL de primers forward e reverse (160 nM), 6μL de 

cDNA diluído (1:10) e 2,5μL de H2O para um volume total de 25μL. De seguida, a reação 

foi rapidamente pipetada para placas de reação ótica de 96 poços (MicroAmp ™), as quais 

foram seladas com tampas óticas (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 

transferidas para o termociclador de tempo real, no qual iniciaram a desnaturação inicial 

a uma temperatura de 95ºC durante 10 minutos, seguida de 15 segundos a 95ºC, 1 minuto 

a 60ºC, 15 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC e por último 15 segundos a 95ºC (40 ciclos). 

Os dados foram recolhidos e analisados pelo Software StepOne ™ v2.2.2 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

6. Pirosequenciamento de bissulfito 
 

O epigenoma é caracterizado por uma ampla dinâmica responsável por diversos 

mecanismos de regulação epigenética, como é o caso das metilações do DNA. Com o 

intuito de avaliar os possíveis efeitos dos vários grupos de tratamento no padrão de 

metilação do gene AMH e VASN, numa primeira fase, foi realizado o isolamento de DNA 

dos diversos grupos em estudo e posterior extração total, de acordo com o protocolo do 

Kit Quick-DNA Miniprep Plus (Zymo Research) (Anexo V). A escolha do Kit encontrou-

se diretamente relacionada com a capacidade de obtenção de DNA ultrapuro e 

concentrado, adequado para o uso direto em análises de metilação, como é o caso da 

técnica de pirosequenciamento de bissulfito. 

Após a execução do protocolo de purificação, as amostras foram quantificadas 

(OD260nm) e avaliadas quanto ao nível de pureza (OD260nm/ OD280nm) de cada 
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amostra através do espectrofotómetro (NanoDrop ND-2000c, Peqlab GmbH, Erlangen, 

Alemanha). 

Posteriormente, com o auxílio do aparelho PyroMark Q96 ID pyrosequencer procedeu-

se ao pirosequenciamento de bissulfito de sódio dos genes AMH e VASN, uma vez que 

o bissulfito de sódio promove a conversão das citosinas não metiladas em uracilos 

permitindo assim a identificação posterior por pirosequenciamento das regiões metiladas 

e não metiladas nas ilhas CpG. Aas sequências dos genes propostos para 

pirosequenciamento de bissulfito, assim como os primers utilizados, encontram-se 

descritos respetivamente na Tabela 4 e no Anexo VI e VII. 

Tabela 4- Regiões selecionadas para análise de pirosequenciamento de bissulfito. 

Nome Sequência CpGs 

AMH – Fragmento 1 
CGCAGGGCCAGGTCAACCTGTCGGACCCCGCG

GCCCTGGAGCGCCTGCTGGACGGC 
6 

AMH – Fragmento 2 

TCCCAAACATGGTGGCCACCGAATGCGGCTGC

CGGTGACCTCGCGCCGTGCTCCTCGTGCTGCCC

CGGCCCGTATTTATTCGGACCCCGT 

11 

VASN 

CCCGGGGTGAGGGCGCGCGCGCGCGCGCGCG

CGCGCGCGCGTACGCGGCTCACCGGCCTGCG

GGGCTGCGAGCAGACGAAATAAACA 

21 

 

A percentagem de metilação dos genes analisados foi calculada através do programa 

PyroMark Assay Design Software 1.0 (Qiagen).  
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7. Análise Estatística 

Os dados de 3 sessões de cultura de tecido ovárico in vitro e in vivo foram analisados 

usando o PROC MIXED e PROC GLIMMIX do SAS (Statistical Analysis Systems, SAS 

Inst., Inc., Cary, NC, USA) para os dados de imunohistoquímica e para os valores de 

absorvância (LDH), de expressão genética (RT-qPCR) e percentagem de metilação 

(Pirosequenciamento de Bissulfito). Adicionalmente foi aplicado o modelo de correlação 

de Pearson entre os resultados de expressão genética e níveis de metilação. As médias de 

cada tratamento foram calculadas e comparadas pelo teste PDIFF de comparações 

múltiplas. As diferenças foram consideradas significativas para P≤0,05. 

Ao longo do texto serão descritas as diferenças significativas obtidas entre grupos e ao 

longo do tempo e estas serão representadas por letras diferentes. Adicionalmente, em 

anexo é possível a observação das diversas comparações múltiplas entre interações 

grupos/tempo. 
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Capítulo V – Resultados  
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1. Avaliação Histológica  
 

Foi efetuada a identificação dos folículos, em termos de número absoluto, presentes nas 

imagens adquiridas, apenas tendo sido obtidas diferenças significativas no caso dos 

folículos primordiais, aos 7 dias, sendo o número do grupo de L-Mesitran in vivo, 

significativamente superior aos restantes grupos (P<0,01) (Figura 11-A). No caso dos 

folículos primários, apenas foram observadas diferenças aos 28 dias, sendo o grupo L-

Mesitran in vivo novamente superior aos restantes tratamentos (P<0,03), conforme é 

possível de verificar na Figura 11-B. No caso dos folículos secundários não foram 

obtidas diferenças significativas (Figura 11-C).   
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Figura 11 - Quantificação Folicular: A) Folículos Primordiais; B) Folículos Primários; C) Folículos Secundários.       

a,b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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2. Avaliação Imunohistoquímica  
 

2.1. Densidade Endotelial (Factor VIII)  

A densidade endotelial foi avaliada através da percentagem de área com marcação pelo 

fator VIII, tendo-se verificado diferenças significativas ao longo do tempo e entre grupos 

(Figura 12 e Figura 13 e Anexo VIII).  

2.1.2. Entre Grupos 

Às 48 horas de cultura (Figura 12), os grupos L-Mesitran 0,2% in vitro (P=0,0096), 

VEGF (P=0,027) e Vitamina D (P=0,0028) exibiram uma densidade endotelial superior 

quando comparados com o Controlo e L-Mesitran in vivo (que neste caso é igual ao grupo 

Controlo).  

Aos 7 dias (Figura 12), os grupos L-Mesitran 0,2% in vitro e in vivo apresentam uma 

densidade endotelial tendencialmente superior ao grupo Controlo, porém sem diferenças 

estatisticamente significativas. 

Por último, aos 28 dias, salienta-se a elevada densidade endotelial do grupo L-Mesitran 

0,2% in vitro em relação a todos os outros grupos (P<0,001) (Figura 12).  
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Figura 12- Densidade Endotelial, com marcação de Factor VIII às 48h, 7 e 28 Dias. 

 a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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2.1.2. Ao longo do tempo  

Foi possível observar que o grupo de L-Mesitran 0,2% in vitro foi o único a apresentar 

valores superiores ao tempo zero, ao longo dos 3 períodos analisados (P=0,0001). 

Adicionalmente, no âmbito dos grupos dos 7 dias, apenas o grupo de Transferência Direta 

não apresentou valores superiores em relação ao tempo zero, o que realça a importância 

de efetuar a cultura in vitro, previamente ao transplante (Figura 13).  

Por outro lado, o grupo L-Mesitran in vivo apresentou um aumento significativo das 48h 

para os 7 dias (P=0,0028), contrariamente aos restantes tempos. No caso da Vitamina D 

observou-se uma redução da marcação com Fator VIII, entre os tempos mencionados 

(P=0,0089) (Figura 13). 
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2.2. Proliferação Celular nos Folículos (Ki-67) 

 

2.2.1. Entre Grupos 

A proliferação celular (Figura 14 e Figura 15 e Anexo VIII) foi estimada mediante a 

avaliação da marcação dos folículos com o anticorpo anti-Ki-67, não tendo sido 

verificadas diferenças significativas às 48 horas entre grupos. Porém, aos 7 dias, 

distinguiu-se o grupo de L-Mesitran in vivo, como sendo o único que apresentou uma 

marcação imunohistoquímica significativamente superior em relação ao grupo Controlo 

(P=0,011).  

Aos 28 dias, o grupo L-Mesitran in vivo apresentou um valor superior aos restantes grupos 

(P<0,02), incluindo novamente o grupo Controlo (P=0,0007) (Figura 14). 

 

Figura 14- Proliferação Celular nos folículos, com marcação de Ki-67 às 48h, 7 e 28 Dias. 

 a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

2.2.2. Ao longo do tempo 

Constatámos que todos os grupos aumentaram de forma significativa (P<0,05), entre as 

48 horas e os 7 dias, com exceção do grupo Controlo. No caso do grupo L-Mesitran in 

vivo, este aumento estendeu-se ainda para os 28 dias (P=0,0007), sendo assim o grupo a 

apresentar um aumento da marcação de proliferação celular, mais consistente ao longo 

do tempo (Figura 15). 
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Novamente, o grupo de Transferência Direta não apresentou um aumento significativo do 

tempo zero para os 7 dias, o que está de acordo com o observado no caso da marcação de 

Densidade Endotelial (Fator VIII) (Figura 15). 

Figura 15- Proliferação Celular nos folículos, com marcação de Ki-67 ao longo do tempo. 

 a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

2.3. Proliferação Celular no Estroma (Ki-67) 
 

2.3.1. Entre Grupos 

De forma complementar, foi avaliado a marcação no estroma com o anticorpo anti-Ki-67 

(Figura 16 e Figura 17 e Anexo VIII), na qual se verificou, às 48 horas, que o grupo 

VEGF apresentou um valor inferior ao grupo Controlo e em relação aos grupos L-

Mesitran 0,2% in vitro e in vivo (P˂0,003). Adicionalmente, o grupo Vitamina D foi de 

igual forma inferior ao grupo Controlo (P=0,013).  

Aos 7 dias, de realçar a superioridade de todos os grupos em relação ao Controlo 

(P<0,05), com exceção para o tratamento de VEGF, bem como a superioridade do grupo 

de L-Mesitran in vivo relativamente ao VEGF (P=0,048) (Figura 16).  

Por fim, aos 28 dias, destacou-se uma marcação da proliferação celular superior nos 

grupos L-Mesitran 0,2% in vitro e VEGF, em comparação com o grupo Controlo 

(P=0,0026 e P=0,0077, respetivamente) (Figura 16).  
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Figura 16- Proliferação celular no estroma, com marcação de Ki-67 às 48h, 7 e 28 Dias.  

a-c: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

2.3.2. Ao longo do tempo 

Verificou-se (Figura 17) um aumento inicial de marcação entre o tempo zero e as 48 

horas (P<0,008) em todos os grupos, com exceção do grupo VEGF. Por outro lado, os 

grupos L-Mesitran in vivo, Vitamina D e Transferência Direta, apresentaram valores 

superiores aos 7 dias, relativamente ao tempo zero (P<0,03).  

Entre as 48 horas e os 7 dias, os grupos L-Mesitran in vivo, Vitamina D e VEGF foram 

os únicos onde não foi observado um decréscimo da marcação (Ki-67), sendo que no caso 

do VEGF, estes valores não foram superiores ao grupo Controlo (Figura 17). 

Relativamente ao período entre os 7 e 28 dias, ocorreu uma estabilização da marcação 

estromal de acordo com o observado na Figura 17, apenas com uma diminuição do grupo 

L-Mesitran in vivo (P=0,018). 
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Figura 17- Qualidade do estroma, com marcação de Ki-67 ao longo do tempo.  

a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

2.4. Apoptose Celular nos Folículos (Caspase 3) 

Relativamente aos resultados de apoptose celular, avaliada pela marcação com o 

anticorpo anti-caspase 3 ao nível dos folículos não foram obtidas diferenças 

significativas, independentemente do grupo e tempo (P=0,8480) (Figura 18). 
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Figura 18- Apoptose Celular nos folículos, com marcação com Caspase 3: A) Às 48h, 7 e 28 Dias; B) Ao longo do 

tempo. 

 

2.5. Apoptose Celular no Estroma (Caspase 3) 

Relativamente à marcação do estroma pelo anticorpo anti-caspase 3 foram obtidas 

diversas diferenças significativas entre grupos e ao longo do tempo (Figura 19 e Figura 

20 e Anexo VIII). 

2.5.1. Entre Grupos 

Às 48 horas, o grupo da Vitamina D apresentou maior percentagem de estroma marcado 

com Caspase 3 (P<0,01), salvo em comparação com o grupo L-Mesitran 0,2% in vitro 

(Figura 19). 

Aos 7 dias, distinguiu-se o grupo de L-Mesitran in vivo, com valores superiores em 

relação aos restantes grupos (P<0,02), com exceção do grupo L-Mesitran 0,2% in vitro. 

De igual modo, aos 28 Dias, o grupo de L-Mesitran in vivo apresentou a maior 

percentagem de marcação (P<0,0005) (Figura 19). 
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Figura 19- Qualidade do estroma, com marcação de Caspase 3 às 48h, 7 e 28 Dias.  

a-c: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

2.5.2. Ao longo do tempo 

De acordo com a Figura 20, verificou-se que o grupo da Vitamina D foi o único em que 

a marcação por Caspase-3 aumentou do tempo zero para as 48 horas (P=0,0055). Por 

outro lado, o grupo L-Mesitran in vivo, foi o único em que não ocorreu uma diminuição 

da marcação entre os 7 dias e 28 dias (P=0,0001). 
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Figura 20- Qualidade do estroma, com marcação de Caspase 3 ao longo do tempo.  

a-d: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

3. Citotoxicidade Celular 

Como se pode verificar na Figura 21, a análise da citotoxicidade celular após 48 horas 

em cultura não mostrou diferenças significativas entre os grupos, apesar do grupo L-

Mesitran 0,2% e Vitamina D apresentarem os menores valores absolutos. 
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Figura 21- Citotoxicidade Celular do tecido ovárico vitrificado/aquecidos, após 48 horas em cultura.  

O grupo L-Mesitran in vivo é idêntico ao Controlo nesta fase (48h), pelo que não foi analisado. 

 a: indica que não foram identificadas diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 



74 
 

4. Expressão Genética 
 

Em relação aos resultados de RT-qPCR em tempo real, apenas foram obtidas diferenças 

significativas entre grupos e ao longo do tempo, no caso dos genes CYP11A1 e AMHR2, 

conforme é possível verificar pelos resultados dos restantes genes (VASN, VEGFA, 

VEGFR1, VEGFR2 e AMH) apresentados no Anexo IX. 

 

No caso dos 28 dias, apenas foi possível analisar a expressão genética do grupo do L-

Mesitran in vivo, pelo que este grupo é o único representado nos gráficos de análise de 

expressão genética, dado o reduzido número disponível do modelo in vivo. De salientar, 

que no caso da expressão genética, as diferenças apresentadas nos gráficos resultam da 

comparação múltipla entre Grupos e Tempos. 

 

4.1. Gene CYP11A1 

No caso do gene CYP11A1 apesar de não terem sido verificadas diferenças entre grupos 

às 48 horas e aos 7 dias, quando analisamos apenas estes dois períodos (48 horas e 7 dias), 

os grupos com valores de expressão mais elevados (embora não significativos; P=0,6839 

e P=0,6997), foram os grupos Controlo e L-Mesitran in vivo dos 7 dias (Figura 22-A).  

No entanto, quando incluímos o Tempo zero (grupo de Pós-Descongelação) e 28 dias 

(apenas grupo L-Mesitran in vivo), observou-se uma expressão maior no grupo de Pós 

Descongelação (tempo zero) e aos 28 dias (grupo de L-Mesitran in vivo), relativamente 

aos restantes Grupos/Tempos (P˂0,0001) (Figura 22-B).  
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Figura 22- Expressão Genética do gene CYP11A1: A) Entre as 48 horas e 7 dias; B) Ao longo do tempo.  

a,b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

4.2. Gene AMHR2 

No que se refere ao gene AMHR2 (Figura 23-A) às 48 horas, o grupo Controlo 

apresentou uma transcrição superior ao tratamento com Vitamina D (P=0,050). 
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À semelhança com o sucedido no gene CYP11A1 (Figura 23-B), o grupo L-Mesitran in 

vivo aos 28 dias, apresentou uma expressão superior aos restantes grupos/tempos 

(P˂0,002). 

Ao longo do tempo, o grupo Controlo das 48 horas manteve-se superior em relação aos 

grupos dos 7 dias (P˂0,04), exceto em relação ao VEGF e Transferência Direta dos 7 

dias. 
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5. Pirosequenciamento de Bissulfito 
 

O padrão de metilação foi analisado ao nível dos genes VASN e AMH. Estes genes foram 

selecionados com base na sua importância no âmbito do controlo da reserva ovárica, e 

por apresentarem regiões ricas em dinucleótidos CG. 

5.1. Gene VASN 

Relativamente ao gene VASN (Figura 24 e Figura 25), foram obtidas diferenças 

significativas entre grupos/tempos (P<0,01).  

5.1.1. Entre Grupos 

Às 48 horas, o grupo da Vitamina D foi o que apresentou os valores mais elevados de 

metilação, em comparação com os restantes grupos (P=0,0001) (Figura 24), sendo que o 

grupo VEGF, apresentou o menor valor absoluto. 

Aos 7 dias, os grupos L-Mesitran 0,2% in vitro e in vivo, apesar de não serem diferentes 

entre si, apresentavam uma percentagem de metilação significativamente superior a todos 

os grupos (P<0,01), excetuando a comparação entre o grupo Controlo e L-Mesitran 0,2% 

in vitro (Figura 24). Destacou-se assim, a maior percentagem de metilação do grupo L-

Mesitran in vivo, neste tempo, relativamente aos restantes grupos (P˂0,05). 
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Figura 24- Padrão de Metilação do gene VASN às 48 horas e 7 Dias. a-c: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

5.1.2. Ao longo do tempo 

O momento zero apresentou uma percentagem de metilação significativamente inferior à 

obtida no grupo de Vitamina D às 48 horas (P=0,0001) assim como em relação aos grupos 

L-Mesitran 0,2% in vitro e in vivo aos 7 Dias (P=0,0019 e P<0,0001, respetivamente) 

(Figura 25).  

Por outro lado, os grupos L-Mesitran 0,2% in vitro e in vivo, foram os únicos que 

apresentaram percentagens de metilação superiores aos 7 dias, relativamente às 48 horas 

(P˂0,02), contrariamente ao que ocorre com o tratamento da Vitamina D, no qual foi 

observada uma redução do nível de metilação das 48 horas para os 7 dias (P=0,0001) 

(Figura 25).  
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Figura 25- Padrão de Metilação do gene VASN ao longo do tempo. 

 a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 

 

5.2. Gene AMH  

No âmbito da avaliação da percentagem de metilação do gene AMH, foram testados 2 

fragmentos do gene distintos (Figura 26, Figura 27, Figura 28 e Figura 29 e Anexo X), 

sendo que em relação ao período em cultura às 48 horas não foram obtidas diferenças 

significativas entre grupos. 

5.2.1. Fragmento 1 (Entre Grupos) 

No que concerne o fragmento 1 aos 7 dias, o grupo de Transferência Direta apresentou a 

menor percentagem de metilação comparativamente com o grupo Controlo (P=0,0042), 

L-Mesitran 0,2% in vitro (P=0,0035) e Vitamina D (P=0,0013). Em contrapartida, o 

grupo Vitamina D, apresentou um nível de metilação superior em relação aos grupos L-

Mesitran in vivo (P=0,04) e VEGF (P=0,03) (Figura 26).  
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Figura 26- Padrão de Metilação do gene AMH do Fragmento 1 às 48 horas e 7 Dias.  

a-c: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
 

5.2.2. Fragmento 1 (Ao longo do tempo) 

Neste âmbito, evidenciou-se apenas um aumento da percentagem de metilação do grupo 

Controlo, das 48 horas para os 7 Dias (P=0,034) (Figura 27). 

 

Figura 27- Padrão de Metilação do gene AMH do Fragmento 1 ao longo do tempo. 

 a-b: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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5.2.3. Fragmento 2 

No que se refere ao fragmento 2 do gene da AMH não foram observadas diferenças 

significativas ao nível do modelo (interação Grupos/Tempos) (Figura 28 e Figura 29 e 

Anexo X).  

 

Figura 28- Padrão de Metilação do gene AMH do Fragmento 2 às 48 horas e 7 Dias. 

 

Figura 29- Padrão de Metilação do gene AMH do Fragmento 2 ao longo do tempo. 
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5.3. Gene VASN conjuntamente com AMH 

Ao compararmos ambos os genes é notória a percentagem de metilação mais elevada 

apresentada pelo gene AMH nas regiões estudadas (particularmente evidente no 

fragmento 2), isto é, o gene VASN é hipometilado (P<0,01) relativamente ao AMH, seja 

em relação a cada um dos fragmentos analisados no AMH, seja entre ambos os genes 

(VASN e AMH), como é possível verificar pela Figura 30.  
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5.4. Expressão genética e padrão de metilação de AMH e VASN 

O coeficiente de correlação de Pearson foi avaliado para verificar se existia uma 

associação entre os resultados de metilação e os de expressão genética, através da 

comparação entre rankings de 1 a 12.  

5.4.1. Gene VASN 

De acordo com a Figura 31, no caso do gene VASN, ao analisar todos os grupos em 

conjunto, observou-se uma correlação negativa muito forte às 48 horas (r= -0,813) 

tendencialmente significativa (P=0,094). Aos 7 dias, a correlação negativa mantém-se 

forte, embora com um coeficiente de correlação de Pearson menor (r= -0,565) e não 

significativo (P=0,243).   

Ao longo do tempo, isto é, desde o momento zero, até aos 7 dias após xenotransplante, 

ao analisar todos os grupos em conjunto, ocorre sempre uma correlação negativa 

moderada (r= -0,332). 
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Figura 30- (A) Analogia entre os padrões de metilação do gene VASN e o fragmento 1 e fragmento 2 do gene AMH; 

(B) Comparação entre os padrões de metilação do gene VASN e AMH no geral.  

a-c: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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5.4.2. Gene AMH 

Relativamente ao Fragmento 1 do gene AMH, não foram obtidas correlações 

significativas entre a metilação e a expressão. Por outro lado, ao contrário do observado 

no gene VASN, neste caso foi apurada uma correlação positiva (r= 0,666) às 0 e 48 horas, 

ou seja, quando a expressão genética aumenta, o nível de metilação também aumenta e 

vice-versa. Os mesmos resultados foram obtidos no Fragmento 2, às 48h (r= 0,134). 

Porém, ao longo do tempo, verificou-se uma correlação próxima de zero (r= -0,064).  

Ao analisar o comportamento do gene AMH, sem distinção dos fragmentos, observa-se 

também uma correlação próxima de zero (r= 0,005), não significativa (Figura 32). 
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Capítulo VI – Discussão e 

Conclusão 
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A técnica de criopreservação de tecido ovárico com posterior transplante é o tratamento 

de preservação da fertilidade a aplicar em pacientes nos quais as abordagens mais 

tradicionais não são possíveis (126). Todavia, para que seja viável alcançar o sucesso 

desta técnica, é necessário aprofundar o conhecimento científico relativo às técnicas de 

criopreservação utilizadas, aos diversos mecanismos genéticos e epigenéticos envolvidos 

na depleção folicular e consequente diminuição da reserva ovárica, assim como em 

termos de capacidade de estimulação angiogénica. Ao longo deste trabalho foram 

analisados diversos parâmetros por meio de diferentes técnicas, com o objetivo de 

consolidar resultados anteriormente obtidos, assim como desenvolver novas estratégias 

de preservação de fertilidade.  

Foi necessário adaptar o modelo in vivo e a logística necessária a este estudo em 

particular, que envolveu o transplante de córtex ovárico de bovino para uma espécie 

diferente (xenotransplante), especificamente, para 12 ratos imunodeprimidos e 

previamente ovariectomizados. Após análise dos resultados, podemos concluir que o 

local escolhido para colocar os xenotransplantes (junto à fáscia muscular abdominal) é 

apropriado para os objetivos deste trabalho. De igual forma, foi evidente a importância 

da cultura in vitro em todos os métodos de avaliação, uma vez que permitiu estabelecer 

condições (aumento de densidade endotelial e proliferação celular ao nível dos folículos, 

entre outros) para a recuperação do tecido e consequentemente, o desenvolvimento 

folicular e vascular, cumprindo assim o objetivo principal, que de acordo com Walker et 

al. (2019), consiste na possibilidade do desenvolvimento folicular in vitro para posterior 

crescimento e maturação in vivo, essencial no caso particular de pacientes com 

insuficiência ovárica prematura (126).  

Um dos principais fatores críticos para o transplante de tecido ovárico depende da 

capacidade de minimização das lesões isquémicas ao longo do processo angiogénico. Por 

meio da avaliação imunohistoquímica, foi possível determinar a evolução do tecido 

ovárico, em termos vasculares e ao nível da dinâmica folicular, através da utilização de 6 

ovários de 3 vacas, perfazendo um total de 811 imagens histológicas analisadas.  

A densidade endotelial, avaliada pelo Factor VIII, demonstrou um desenvolvimento 

progressivo do endotélio vascular, essencialmente até aos 7 dias após xenotransplante. 

Estes resultados coincidem com o descrito na literatura (82,115) dado que as células 

endoteliais apresentam taxas mitóticas bastante elevadas até atingirem a fase madura, 
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proporcionando a vascularização adequada (82). Adicionalmente, foi possível verificar 

que o processo de vitrificação não afeta o tecido, assim como a cultura in vitro e permite 

que o tecido ovárico inicie novamente a sua atividade sem danos vasculares acentuados, 

habitualmente responsáveis por situações de isquemia e morte do próprio tecido.  

Destaca-se ainda, a capacidade de estimulação angiogénica do tratamento de L-Mesitran 

0,2% in vitro até aos 28 dias após xenotransplante, o que consolida os resultados 

anteriormente obtidos pelo grupo, demonstrando mais uma vez a sua importância como 

alternativa a abordagens que envolvem o uso de VEGF. Não poderá também deixar de 

ser sublinhado que se trata de um produto económico e de fácil manuseamento, o que 

também por esse motivo constitui uma vantagem relativamente a outros produtos 

atualmente utilizados (21).  

No âmbito da proliferação celular, foi analisada a expressão proteica de Ki-67, a qual para 

além da capacidade de expressão durante a cultura in vitro, apresentou elevados níveis de 

expressão in vivo. Foi possível constatar que ocorre uma recuperação celular ao longo do 

tempo, revelando-se nos valores obtidos aos 7 dias. Este achado vai de encontro aos 

resultados de Gastal et al. (2019), que alcançaram potencial proliferativo e capacidade de 

sobrevivência do tecido após 7 dias em cultura (127).  

Além do mais, apesar de vários autores (113–115) descreverem a presença de regiões 

necróticas nos primeiros dias após transplante, com base nestes resultados é possível 

afirmar que, a existir, se trata de um evento transitório, uma vez que logo após 7 dias é 

visível a recuperação do córtex do tecido ovárico. O grupo de L-Mesitran in vivo, 

evidenciou-se pela capacidade de estimulação de desenvolvimento folicular que se 

manteve até aos 28 dias (Figura 14 e Figura 15), ao contrário do que se verificou nos 

restantes tratamentos.   

Segundo Yang et al. (2008), o processo angiogénico necessita de mais de 48 horas para 

estar concluído. Durante o seu desenvolvimento, o tecido está sujeito a situações de 

hipoxia responsáveis pela perda folicular. A sobrevivência e desenvolvimento foliculares 

dependem em parte do crescimento vascular, o qual, por sua vez, se encontra dependente 

da capacidade de estimulação pelos fatores angiogénicos (128). De forma a solidificar os 

resultados acima mencionados e determinar de que forma a qualidade do estroma (e dos 

folículos) acompanhava o observado ao nível do endotélio, foi também avaliada a 
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marcação com Ki-67 (proliferação celular). A nível do endotélio foi possível verificar a 

presença de elevadas taxas de vascularização, atingidas essencialmente até aos 7 dias após 

transplante, consolidando-se o que era esperado e o descrito previamente por outros 

autores (129). Não se verificaram diferenças significativas entre os diferentes 

tratamentos. Todavia, ao longo do tempo verificou-se que os grupos L-Mesitran 0,2% in 

vitro e in vivo apresentaram os valores mais elevados em termos de densidade endotelial 

e proliferação celular nos folículos.  

A qualidade do estroma demonstrou ser superior após cultura in vitro comparativamente 

com o momento de Pós-Descongelação, o que reforça a importância da cultura in vitro 

neste contexto. 

A apoptose celular, é um dos mecanismos essenciais na homeostase, fisiopatologia e 

normal desenvolvimento dos ovários. Porém, os resultados obtidos não apresentaram 

diferenças significativas no âmbito da marcação com Caspase 3 ao nível dos folículos 

(Figura 18), apresentando apenas diferenças ao nível do estroma (Figura 19 e Figura 

20). O grupo com maior marcação foi o de L-Mesitran in vivo, o que poderá estar 

correlacionado com a elevada atividade celular, observada através da marcação com Ki-

67, no âmbito de um mecanismo de turnover celular, isto é, dos processos de remodelação 

celulares necessários à diferenciação e enucleação, os quais se encontram intimamente 

correlacionados com a ativação da Caspase 3. Embora as Caspases estejam relacionadas 

com a apoptose celular, a proteólise mediada por caspases controla igualmente diversas 

atividades celulares não letais, tais como a proliferação, reorganização do citoesqueleto, 

entre outras. De facto, nas células estaminais embrionárias, um aumento da atividade das 

Caspases possibilita a ativação de fatores de transcrição fulcrais na diferenciação e, por 

conseguinte, na regulação da pluripotência (130). Assim, uma maior densidade endotelial 

e proliferação celular geral, acompanhada por uma apoptose superior, parece poder estar 

relacionada com processos normais ao nível da adaptação e remodelação de um enxerto 

de córtex ovárico. 

Em relação à qualidade do estroma, avaliada por meio da caspase 3, os resultados 

observados vão ao encontro dos níveis de apoptose celular observados nos folículos às 48 

horas e 7 dias. Em particular, para além do grupo de L-Mesitran in vivo, o tratamento com 

a Vitamina D em cultura (48h) apresenta níveis significativamente elevados em 

comparação com os 7 e 28 dias após xenotransplante, indicando assim uma recuperação 
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do tecido ao longo do tempo. De acordo com Winkler-Crepaz et al. (2008), após o 

transplante de córtex de tecido ovárico é improvável que ocorra perda folicular apenas 

devido à apoptose isquémica, sendo o elevado recrutamento de folículos primordiais um 

mecanismo a considerar. Deste modo, a densidade e viabilidade dos folículos presentes 

no córtex do tecido ovárico transplantado é fundamental, dado que os enxertos deverão 

apresentar uma densidade intermédia, de modo a prevenir a depleção dos folículos, 

resultante da pressão intrínseca após o transplante e permitindo, assim, uma longa duração 

do normal funcionamento ovárico (47). Adicionalmente, a presença de fibrose estromal 

poderá estar associada de forma positiva à ativação folicular, uma vez que a rigidez 

estromal aparenta contribuir para a dinâmica folicular (129), explicando assim os 

elevados níveis de proliferação e apoptose celular observados.  

A avaliação de citotoxicidade celular que permite a avaliação dos efeitos letais dos 

tratamentos aplicados em cultura, foi avaliada por meio do doseamento de Lactato 

Desidrogenase (LDH) presente nas células que sofreram danos na membrana, e por sua 

vez libertaram o conteúdo celular para o meio de cultura. Ainda que não tenham sido 

identificadas diferenças significativas entre grupos (LDH no sobrenadante da cultura in 

vitro), os grupos Controlo e VEGF, apresentaram os valores absolutos mais elevados, 

enquanto que o L-Mesitran 0,2% in vitro e Vitamina D apresentaram os menores valores 

(menor citotoxicidade). Pretendemos no futuro, vir a alargar esta análise in vitro, com a 

incorporação de um maior número de amostras, de modo a poder validar o que já tinha 

sido anteriormente verificado pelo nosso grupo (21) ao nível do potencial angiogénico e 

de redução da citotoxicidade do L-Mesitran 0,2% in vitro no tecido ovárico. A redução 

da citotoxicidade poderá também vir a ser alcançada através da melhoria do processo de 

vitrificação e com a utilização de crioprotetores como a sucrose, em concentrações de 

0,1M ou 0,05M (1).  

Contrariamente ao esperado, em termos de expressão genética nos 7 genes avaliados 

(VASN, CYP11A1, AMHR2, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2 e AMH), apenas foram 

observadas diferenças significativas nos genes CYP11A1 e AMHR2. A proteína expressa 

pelo gene CYP11A1, catalisa a conversão de colesterol para pregnenolona, 

possibilitando, entre outros, a produção de progesterona essencial durante a gravidez. 

Embora sem diferenças significativas à 48h e 7 dias, os grupos VEGF e Vitamina D, 

apresentaram os valores absolutos menores aos 7 dias, sendo que o grupo de Vitamina D 

(D3) foi o que apresentou o valor menor destes dois. Sabe-se que o CYP11A1 está 
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relacionado com a produção de metabolitos a partir da Vitamina D3 (131) (ou seja a maior 

expressão de CYP11A1 induz uma menor concentração de Vitamina D3) e assim, a 

confirmar-se em estudos posteriores, poderá esta menor expressão observada de 

CYP11A1 estar relacionada com um mecanismo de feedback negativo em relação à 

presença de Vitamina D3 no meio de cultura que terá que ser explorada. Aos 28 dias 

apenas foi possível avaliar a expressão no grupo L-Mesitran in vivo, que apresenta valores 

significativamente superiores aos restantes grupos às 48h e aos 7 dias, mas não em relação 

ao momento de Pós-Descongelação (0 horas). Poderemos inferir assim que, pelo menos 

no que concerne o grupo L-Mesitran in vivo, parece existir uma redução na expressão do 

gene CYP11A1 durante o tempo de incubação in vitro e até aos 7 dias após transplante, 

que é posteriormente recuperada após 28 dias in vivo, podendo sugerir que neste grupo 

existe uma recuperação da atividade esteroidogénica in vivo. 

Quanto ao recetor AMHR2 verificou-se uma expressão muito reduzida desde o momento 

pós-descongelação até aos 7 dias após transplante, sendo o grupo da Vitamina D às 48h, 

o único a apresentar valor menor que o Controlo para o mesmo tempo. No entanto, aos 7 

dias, os grupos VEGF e Transferência Direta, são os únicos que não apresentam uma 

expressão menor que o grupo Controlo às 48h. Aos 28 dias, o grupo L-Mesitran in vivo, 

apresenta uma recuperação da expressão, com valor superior a todos os restantes grupos, 

e ao longo do tempo (Figura 23), não tendo no entanto sido possível correlacionar este 

aumento de expressão (do recetor AMHR2) com a expressão da AMH no mesmo tempo, 

uma vez que apenas foi detetada expressão de AMH até às 48 horas, não sendo esta 

significativa (Anexo IX). Em 2018, foi identificada em ovários de ratinhos, a expressão 

de AMHR2 antes de AMH, indicando que existem outros mecanismos de ativação do 

recetor durante o período inicial de maturação folicular (132). De acordo com Chan et al. 

(2018), a redução dos níveis de AMHR2 poderá resultar numa perda do mecanismo que 

inibe a ativação e crescimento folicular primordial, o que significa que ao atingir níveis 

elevados de expressão deste recetor será possível preservar a reserva ovárica o que no 

caso de pacientes com infertilidade por insuficiência ovárica prematura é fundamental 

(132). Recentemente foi detetado em linhagens celulares de cancro ovárico uma reposta 

positiva ao tratamento com AMH recombinante na presença de AMHR2, demonstrando 

a sua importância no diagnóstico e/ou terapêutica (37). Como referido, pudemos constatar 

que no caso do único grupo observado aos 28 dias (fruto do reduzido número de animais 

disponíveis), a expressão de AMHR2 foi significativamente superior ao grupo do tempo 
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zero (Pós-Descongelação) e de todos os grupos às 48h e aos 7 dias. Tal, parece indicar 

que, no caso do L-Mesitran in vivo, existe uma ativação da expressão deste gene após 28 

dias de transplante, que é superior inclusivamente à expressão detetada no momento 

inicial. Por último, sabe-se que a expressão de AMHR2 não coincide com a presença de 

VEGF-A, é descrito na literatura como estimulador deste recetor na superfície de células 

da granulosa isoladas de folículos maduros (37), permanecendo desconhecido o 

mecanismo responsável pela ativação do recetor. Nós apenas pudemos constatar que a 

expressão de VEGF-A no grupo L-Mesitran in vivo aos 28 dias (onde a expressão de 

AMHR2 é superior), foi o que apresentou valores absolutos mais baixos (embora sem 

diferenças significativas para os outros tratamentos/tempos). 

O facto do mediador molecular VEGF não apresentar diferenças significativas entre 

grupos/tempos ao nível da expressão, poderá resultar da ausência de estimulação por parte 

de outros fatores durante estes períodos, como é o caso das gonadotrofinas, uma vez que 

a hormona folículo estimulante, além de induzir o crescimento folicular, ativa 

simultaneamente a produção de VEGF no ovário (109). Acresce que os elevados níveis 

de VEGF descritos na literatura são maioritariamente obtidos nas camadas teca e da 

granulosa dos estadios finais de desenvolvimento.  

O predomínio de folículos naturalmente mais avasculares (primordiais e primários), 

comparativamente aos mais vascularizados (secundários) (da avaliação histológica 

efetuada, em 393 fragmentos analisados, apenas foram detetados 107 folículos 

primordiais, 87 folículos primários e 79 folículos secundários), poderá também estar 

correlacionado com a expressão observada do VEGF e respetivos recetores. Sabe-se que 

a ausência de expressão deste fator poderá ser positiva, uma vez que a administração 

subcutânea de VEGF-A em macacos marmo adultos durante a fase folicular inibiu a 

ovulação, assim como se associou um nível bastante elevado de folículos atrésicos (133). 

Num estudo desenvolvido por Renee et al. (2012), foi demonstrado que a regulação 

positiva do VEGF-A promove a supressão do recrutamento de folículos primordiais 

(133). 

Sob outra perspetiva, a ação de VEGF ocorre no ovário através da ligação aos recetores 

de tirosina quinase VEGFR1 e VEGFR2 (37), sendo o seu funcionamento em cascata. 

Logo, se não ocorrer a ativação de VEGF não haverá expressão dos seus recetores. De 

acordo com Guzmán et al. (2015), foi possível demonstrar que ocorre um aumento da 
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expressão de VEGFR2 durante o desenvolvimento do corpo lúteo, e que a ausência de 

expressão deste fator, quando ocorre, poderá ser um fator revelador do recrutamento 

folicular (134).  

Relativamente ao gene VASN, habitualmente expresso nas células musculares lisas 

vasculares, foi recentemente identificado como regulador da foliculogénese ovárica no 

âmbito da proteção das células, em oposição à apoptose induzida pela via TNF-α e 

hipoxia, com translocação da proteína vasorina para as mitocôndrias em fibroblastos 

embrionários de ratinhos (135) e regulando a oxidação/redução da enzima antioxidante 

mitocondrial, tiorredoxina 2 e produção de ROS (136). Adicionalmente, Bonnet et al. 

(2018), demonstraram a existência de uma regulação negativa da expressão de VASN 

induzida por lesão vascular e associada à resposta fibroproliferativa subsequente (135), 

indicando assim que a expressão do VASN, nem sempre poderá ser entendida como 

estando relacionada com uma reação tecidual desejável. Por outro lado, na ausência de 

VASN, segundo Dahari et al. (2018), o número de folículos primordiais e antrais atrésicos 

é consideravelmente menor, sendo a expressão do gene um regulador negativo da 

sobrevivência de folículos antrais, afetando por sua vez a ovulação (40).  

Ao longo do tempo, a proteína AMH, produzida pelas células da granulosa dos folículos 

em crescimento, tem vindo a ser associada à regulação negativa da ativação folicular 

primordial. Porém, recentemente foram detetados níveis reduzidos de expressão de AMH, 

em transplantes de córtex ovárico humano nos quais o ciclo ovárico e função hormonal 

foram normais (137). Da avaliação que efetuámos do padrão de metilação deste gene, foi 

possível verificar que, ao nível das regiões analisadas, o gene parece estar hipermetilado, 

o que poderá explicar a ausência de expressão que detetámos aos 7 e 28 dias, e que está 

de acordo com o reportado previamente por outros autores (100). De facto, de acordo com 

Laing et al. (2018), a transcrição de AMH e o nível de metilação na região promotora 

apresentam-se inversamente relacionados (138), o que origina uma transcrição 

praticamente nula do gene quando apresenta elevados níveis de metilação.   

A análise de metilação incluiu igualmente a avaliação do gene VASN, que está 

relacionado com a regulação da foliculogénese (135). Como referido anteriormente, ao 

analisarmos a associação entre a expressão genética e a percentagem de metilação da 

região do gene VASN, foi possível identificar uma correlação negativa muito forte às 48 

horas (r= -0,813) apesar de apenas tendencialmente significativa (P=0,094). Aos 7 dias, 
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a correlação negativa forte mantém-se, embora com um coeficiente de correlação de 

Pearson menor (r= -0,565) e não significativo (P=0,243) e ao longo do tempo, isto é, 

entre o momento de Pós Descongelação, as 48 horas em cultura e os 7 dias após 

xenotransplante, ocorre sempre uma correlação negativa moderada (r= -0,332). Em 

termos de tratamentos, a Vitamina D às 48 horas e L-Mesitran in vivo aos 7 dias 

apresentaram os níveis mais elevados de metilação, diminuindo a expressão do gene. 

Desta forma, uma vez que a expressão de VASN se encontra associada à inibição de TNF-

β e do recrutamento folicular, com estes tratamentos poderemos estar a diminuir a ação 

do gene, proporcionando um recrutamento folicular elevado e favorecendo a estimulação 

angiogénica, através da ativação da via de sinalização TNF-β.  

Consideramos que a identificação pela primeira vez de uma região localizada numa ilha 

CpG do gene VASN (em Bos taurus), com uma associação forte com os níveis de 

expressão genética ao nível do córtex ovárico e com um nível de significância 

tendencialmente significativo (P=0,094), terá que ser alvo de novos estudos, 

possivelmente com um maior número de amostras, de forma a podermos confirmar a sua 

aplicação na população geral. A confirmar-se, poderá servir de marcador para a análise 

do comportamento do gene VASN, cuja função só muito recentemente foi reconhecida 

como estando ligada à regulação da foliculogénese (139). 

No caso do gene AMH, observaram-se em geral, níveis de metilação elevados nos dois 

fragmentos analisados e significativamente superiores relativamente à região analisada 

do gene VASN. Tal parece estar de acordo (como referido anteriormente) com a ausência 

total de expressão do gene AMH verificada aos 7 e 28 dias. 

Este não é, no entanto, um fator determinante para a eliminação do AMH como marcador 

da reserva ovárica e/ou insucesso de gravidez por meio de técnicas de fertilização in vitro, 

uma vez que tal como demonstrado por Sefrioui et al. (2018), ao contrário do que seria 

esperado com baixos níveis de AMH não ocorre uma resposta ovárica imperfeita, assim 

como a recetividade endometrial não parece ser afetada (140). De facto, e embora sem 

diferenças significativas, o tratamento L-Mesitran in vivo aos 7 dias exibiu o maior 

número absoluto de folículos primordiais entre todos os grupos e períodos de tempo. Estes 

resultados vão de encontro ao descrito por diversos autores, que afirmam que os níveis 

dos recetores de FSH apresentam uma recuperação lenta (cerca de 150 dias) assim como 

os níveis de AMH que apresentam um período de recuperação de sensivelmente 130-170 
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dias, uma vez que esta hormona se encontra regulada positivamente pelo recrutamento de 

folículos maduros. Após o enxerto, ocorre um recrutamento massivo de folículos, os quais 

se encontram num período de “dormência” e iniciam o seu processo de desenvolvimento 

até atingirem o estágio ovulatório, sendo que os níveis de AMH apenas atingem valores 

regulares após o retorno completo da pressão tecidual e do recrutamento regular dos 

folículos.  

Em suma, como mencionado anteriormente, este modelo de bioensaio permitiu estender 

a avaliação preliminar realizada previamente pelo nosso grupo sobre a influência positiva 

do L-Mesitran Soft no córtex ovárico bovino, em tecido fresco, criopreservado, in vitro e 

in vivo, assim como comparar esta eficácia com a de outras drogas atualmente utilizadas, 

com um papel potencial na reprodução, em animais e humanos. Além do mais, para além 

do seu potencial de revascularização e aparente menor citotoxicidade demonstrada 

[trabalho atual e anterior (28)], os resultados obtidos em termos de proliferação celular 

são também muito promissores e parecem estar em sintonia com a análise dos índices de 

apoptose que foram detetados, numa perspetiva de turnover celular, necessário à 

remodelação tecidual do transplante ovárico. Foi também possível verificar que, pelo 

menos no Grupo L-Mesitran in vivo, existia uma recuperação da atividade de 

esteroidegénese aos 28 dias (expressão do gene CYP11A1), assim como da expressão do 

recetor do gene AMH (AMHR2), que se encontra envolvido da regulação e manutenção 

da reserva folicular. Parece assim, que o L-Mesitran Soft, além da sua valência no âmbito 

da angiogénese, poderá também ter um papel na regulação da esteroidogénese e no 

controlo da reserva ovárica. O modelo animal utilizado, que envolveu o xenotransplante 

de córtex ovárico bovino para ratos imunodeprimidos ovariectomizados, ao nível da 

fáscia muscular abdominal, ficou também consolidado como um modelo aplicável a 

outros estudos e produtos que visem também a utilização destes dois modelos animais, 

face à sua utilidade como modelos para o estudo da fertilidade humana. Foi também, tal 

como referido anteriormente, identificada pela primeira vez uma região no gene VASN, 

cujo padrão de metilação poderá vir a ser usado na avaliação do comportamento deste 

gene em situações diversas e no âmbito da fertilidade feminina, uma ação que só muito 

recentemente lhe foi atribuída. Para tal, será necessário estender esta avaliação a uma 

região mais alargada, ao longo da ilha CpG que abarca o primeiro exão (não codificante) 

deste gene. 



96 
 

Contudo, embora tenham sido alcançados resultados que nos parecem ser bastante 

promissores, seria interessante aprofundar no futuro o mecanismo envolvido na ativação 

da angiogénese por parte do L-Mesitran Soft. De facto, face à ausência de diferenças 

significativas entre grupos nos genes que foram avaliados com ligação à angiogénese, 

importa agora estender esta análise a um maior número de genes com atividade nesta área, 

tais como os genes FGF2 (fator de crescimento fibroblástico-2), PDGF (Fator de 

crescimento derivados das plaquetas) e ANGPT2 (Angiopoietina 2).  

Será também importante aumentar o número de fragmentos analisados, particularmente 

no período dos 28 dias, ao nível da expressão genética. De facto, embora apenas 

tivéssemos previsto inicialmente realizar a análise dos fragmentos de tecido ovárico até 

aos 7 dias após transplante, foi possível realizar também análises imunohistoquímicas em 

todos os grupos e de expressão genética no grupo L-Mesitran in vivo, após 28 dias. Do 

que foi possível observar, parece-nos que será muito importante a inclusão deste tempo 

de estudo em trabalhos futuros. 

Finalmente, e dos dados obtidos, poderemos concluir que a incorporação de L-Mesitran 

Soft, quer in vitro (meio de cultura) quer in vivo (local de transplante), poderá constituir 

uma alternativa válida no âmbito da preservação da fertilidade feminina. 
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Anexo I 
 

Protocolo de coloração com Hematoxilina e Eosina (H&E) realizado no Serviço de 

Anatomia Patológica do CHUC. 

 

Composto 
Número de 

passagens 
Tempo 

Xilol (VWR, Fontenay-sous-Bois, França) 3 2 minutos 

Álcool absoluto (Proclínica, Caneças, Portugal) 2 2 minutos 

Álcool 95% (vol/vol) (Proclínica, Caneças, Portugal) 1 2 minutos 

Água corrente 1 2 minutos 

Hematoxilina Gill 1 (Leica, Richmond, E.U.A.) 1 5 minutos 

Lavagem com água corrente 1 5 minutos 

Eosina 1% solução aquosa (Bio-optica, Milão, Itália) 1 40 segundos 

Álcool 95% (vol/vol) 1 30 segundos 

Álcool absoluto 2 30 segundos 

Xilol 3 30 segundos 

  



116 
 

Anexo II 
 

Protocolo de imunohistoquímca utilizado pelo Serviço de Anatomia Patológica dos 

CHUC para marcação de Ki-67 e Caspase 3.  

1) Desparafinação por aquecimento da lâmina até aos 72°C a partir de temperaturas 

médias; 

2) Cell conditioning (cc) por aquecimento da lâmina a 100 °C e incubação durante 4 

minutos; 

3) Ultra CC, durante 3 ciclos de 8, 16 e 24 minutos; 

4) Adição do inibidor de peroxidase pré-primário; 

5) Adição do anticorpo primário por aquecimento da lâmina até aos 36°C seguido da 

aplicação de uma gota de anticorpo anti Caspase 3 (Ref. AHP2717, Bio-rad) ou 

anticorpo anti ki-67 (Ref. 790-4286, Ventana) e incubação durante 36 minutos; 

6) Reação de otimização da coloração com recurso ao sistema Optiview (Ventana, 

E.U.A.) que inclui a adição de DAB (3,3'-Diaminobenzidine), durante 16 minutos; 

7) Incubação com peroxidase HRP Multimer (Ventana, E.U.A); 

8) Aplicação de uma gota de hematoxilina (contrastante) e incubação durante 8 

minutos; 

9) Aplicação de uma gota de BLUING REAGENT (pós-contrastante) e incubação 

durante 4 minutos. 
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Anexo III 

 

Protocolo de Isolamento total de RNA, adaptado do kit Direct-zol ™ RNA MiniPrep 

(Zymo Research). 

1) Adicionar 350μL de tampão NR e 3,5μL β-mercaptoetanol a cada amostra e 

homogeneizar gentilmente; 

2) Adicionar 350μL de etanol a 70% e homogeneizar sem a utilização da pipeta; 

3) Transferir cada amostra para colunas IICR Zymo-Spin ™ IICR com o respetivo tubo de 

recolha e centrifugar. De seguida, descartar o fluxo e colocar num novo tubo de recolha; 

4) Adicionar 400μL de RNA Wash Buffer a cada coluna e centrifugar á velocidade máxima; 

5) Para o isolamento, preparar a mistura de digestão (70 μL Buffer de digestão (RDD) + 

10μL de DNase I) num eppendorf esterilizado de 1.5mL; 

6) Aplicar 80μL da mistura de digestão diretamente na membrana de sílica da coluna 

NzySpin Binding e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente; 

7) Adicionar 400μL de Direct-zol™ RNA PreWash e centrifugar durante 30 segundos à 

velocidade máxima. Descartar o fluxo, colocar a coluna num novo tubo de recolha e 

repetir esta etapa; 

8) Adicionar 700μL de RNA Wash Buffer e centrifugar durante 2 minutos a 12400g. 

Descartar o fluxo e colocar a coluna num novo tubo de recolha, isento de RNase; 

9) De modo a eluir o RNA, adicionar 55μL de DNase/RNase-Free Water diretamente na 

membrana de sílica da coluna e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.  

10) De seguida centrifugar e voltar a colocar o fluxo na matriz, centrifugando novamente; 

11) O RNA extraído poderá ser avaliado imediatamente ou armazenado a -80ºC. 
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Anexo IV 
Tabela 5- Sequências de pares de primers para PCR quantitativo em tempo real, desenhados especificamente para este estudo 

Gene Nome Completo ID do gene Pares de Primers (5’-3’)2 Exões 
Tamanho do 

produto (bp) 
Housekeeping 

GAPDH 
Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase 
NC_007303.3/281181 

F: ctc tca agg gca ttc tag gc 

R: ccc agc atc gaa ggt aga ag 
9-10 89 X 

Ciclo Ciclofosfamida NC_007308.3/281419 
F: tcc gtc ttc ttc ctg ctg ttg 

R: cca att cgc agg tca aag tac 
1-2 98 X 

RPS 29 Proteína Ribossomal S29 NC_037337.1 
F: gca ctg ctg aga gca aga tg 

R: ata ggc agt gcc aag gaa ga 
 49 X 

VASN Vasorina NC_037352.1 
F: ctg tcg caa aac cag atc gc 

R: cgg tcg aac aca tca aag gc 
2 200  

AMH Hormona Anti-Mulleriana NC_037334.1 
F: acc cca gcc ctg tta ctc ttg 

R: gag tct cca gga agg gat cag c 
5 148  

AMHR2 
Receptor hormonal anti-

mülleriano tipo 2 
NC_037332.1 

F: cat acg gga agg agg tca cg 

R: tgt agg cct ggc agc tcg ta 
11 135  

VEGFA 
Factor de Crescimento 

Endotelial Vascular A 
NC_037350.1 

F: cttg ggt aca ttg gag cct tg 

R: atc cat gaa ctt cac cac ttc gt 
6-8 116  

VEGFR1 
Tirosina quinase 1 

relacionada com FLT1 
NC_037339.1 

F: tgg aag act cgg gca cct atg 

R: ggt cac tga ggt ttc gca gga 
15-30 126  

VEGFR2 
Receptor de domínio de 

inserção quinase KDR 
NC_037333.1 

F: tga cat ctt gat ctt gga gct gc 

R: tgt cgt ctg att ctc cag gtt tc 
29-30 169  

CYP11A1 
Citocromo P450, família 

11, subfamília A, 

polipeptídeo 1 
NC_037348.1 

F: ggc aat aaa gaa ctt cat ccc ac 

R: ggg gtt cac tgt ctc ctc ca 
 199  
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Anexo V 
 

Protocolo de purificação e extração de DNA (Quick-DNA Miniprep Plus; Zymo 

Research). 

1) Descongelar as amostras que se encontram a -800C de modo a transferir os 

fragmentos para tubos de 2mL. Adicionar 95µL de Blue Buffer e 95µL de H20; 

2) Colocar dentro dos tubos esferas de aço inoxidável e selar com parafina; 

3) De seguida posicionar as amostras de forma equilibrada no Tissue Lyser II, para 

que ocorra a disrupção do tecido; 

4) Adicionar 10µL de Proteinase K, vortexar durante 10-15 segundos e incubar a 

550C durante 1-3 horas; 

5) De modo a remover os detritos insolúveis, centrifugar a ≥ 12.000x g durante 1 

minutos. Transferir o sobrenadante para um novo tubo; 

6) Adicionar 400µL de Genomic Binding Buffer e vortexar durante 10-15 segundos; 

7) Transferir as amostras para colunas Zymo-Spin ™ IIC-XL com os respetivos tubos 

de recolha. Centrifugar a ≥ 12.000x g durante 1 minutos. Descartar o sobrenadante 

presente no tubo de recolha;   

8) Adicionar 400µl do tampão de pré-lavagem de DNA à coluna de centrifugação 

num novo tubo de recolha. Centrifugar a ≥ 12.000x g durante 1 min. Descartar o 

sobrenadante; 

9) Adicionar 700µL de tampão de lavagem g-DNA à coluna de centrifugação. 

Centrifugar a ≥ 12.000x g durante 1 min. Limpar novamente o tubo de recolha; 

10) Adicionar 200µl de tampão de lavagem g-DNA à coluna de centrifugação. 

Centrifugar a ≥ 12.000x g durante 1 min. Descartar o tubo de coleta com o fluxo; 

11) Transferir a coluna de centrifugação para um tubo de microcentrífugação limpo. 

Adicionar ≥ 50µl de Tampão de Eluição de DNA ou água diretamente na matriz 
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12) Incubar durante 5 min. à temperatura ambiente, e de seguida centrifugar à 

velocidade máxima durante 1 minuto para eluir o DNA; 

13) O DNA eluído pode ser utilizado imediatamente para aplicações baseadas em 

moléculas ou armazenado a ≤ -200C para uso futuro. 
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Anexo VI 
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Figura 33 - Desenho Experimental das zonas de metilação analisadas do gene AMH e VASN. 
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Tabela 6- Sequência de pares de primers para a pirosequenciação de Bissulfito, desenhados especificamente para este estudo 

   

Gene 
Nome 

Completo 
Pares de Primers (5’-3’)2 Bases Escala de Síntese Purificação 

AMH 

Fragmento 1 
Hormona Anti-

Mulleriana 
F: AACCCCAACCCACTAATTAATTTCC 

 
29 50 nmol HPLC 

AMH 

Fragmento 1 
Hormona Anti-

Mulleriana 
S: CCAACCCTAATCCCTTCCTAAAAACTCTC 25 50 nmol HPLC 

AMH Fragmento 2 
Hormona Anti-

Mulleriana 
F: TGTGTTTTTTAGTGTTTAATGGGGTAAT 28 50 nmol HPLC 

AMH Fragmento 2 
Hormona Anti-

Mulleriana 
S: GTGTTTAATGGGGTAATG 18 50 nmol HPLC 

VASN Vasorina 
F: AAGTTTTTGTAAGATTATTTGGGTTAA 

 
27 50 nmol HPLC 

VASN Vasorina S: TTTTTGGGAGTAGATAGTTTTATAG 25 50 nmol HPLC 
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Anexo VII 
 

Sequências genómicas onde foram avaliados os padrões de metilação: 

 

• AMH-Fragmento 1 (6 CpGs)  

CGCAGGGCCAGGTCAACCTGTCGGACCCCGCGGCCCTGGAGCGCCTGCTGGACGGC 

  

• AMH-Fragmento 2 (11 CpGs) 

TCCCAAACATGGTGGCCACCGAATGCGGCTGCCGGTGACCTCGCGCCGTGCTCCTCGTGCTGCCCCGGCCCGTATTTATTCGGACCCCGT 

  

• VASN (21 CpGs) 

CCCGGGGTGAGGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGTACGCGGCTCACCGGCCTGCGGGGCTGCGAGCAGACGAAATAAACA 



124 
 

Anexo VIII 
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Figura 34- Comparação entre grupos/tempo: A) Densidade Endotelial; B) Proliferação Celular;  

C) Proliferação Celular no estroma (Ki-67); D) Apoptose celular no estroma (Caspase 3).  

a-i: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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Anexo IX 
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Figura 35- Expressão Genética dos genes: A) VEGF-A; B) VEGFR1; C) VEGFR2; D) VASN e 

E) AMH. 
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Anexo X 
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Figura 36- Comparação entre grupos/tempo, nos níveis de metilação: A) Gene VASN; B) Gene AMH (Fragmento 1); 

C) Gene AMH (Fragmento 2).  

a-i: indicam diferenças estatísticas (p≤ 0,05). 
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