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Resumo

O processo de criopreservacdo de tecido ovarico é atualmente considerado como um dos
futuros métodos de eleicdo na preservacdo da fertilidade feminina. O tecido ovérico
removido e criopreservado, pode, depois, ser transplantado de modo a restaurar a funcao
enddcrina e a fertilidade. No entanto, a exequibilidade desta técnica apresenta ainda
grandes desafios para a manutencdo da viabilidade folicular durante o processo de

vitrificacdo/aquecimento e apos o transplante.

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se consolidar os resultados preliminares
obtidos pelo nosso grupo, em relacdo a aplicacdo in vitro de um produto comercial que
possui na sua composicdo 40% de Mel de Grau Médico (L-Mesitran Soft) no incremento
da densidade endotelial de tecido ovarico. Para tal foram usados fragmentos de cortex de
ovarios 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
fémea imunodeprimidos (homozig6ticos Rowet nude) com 10 a 12 semanas de idade e
previamente ovariectomizados. Um grupo controlo sem suplementacdo foi igualmente
implementado. Os enxertos foram removidos as 48 horas (in vitro) ao 7° e 28° dia (in
vivo) apds transplante e submetidos a analises de imunohistoquimica [marcadores de
densidade endotelial (Fator VIII), apoptose (Caspase 3), proliferacdo celular (Ki-67)],
expressdo génica (genes AMH, AMHR2, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, CYP11Al e
VASN) e de metilacdo do DNA (genes AMH e VASN).

Os resultados obtidos, por meio de imunohistoquimica, demonstraram que o processo de
vitrificacdo ndo afetou o tecido ovarico, bem como que a passagem pela cultura in vitro
previamente ao xenotransplante melhora a recuperacdo do proprio tecido. Em termos de
densidade endotelial, os tratamentos com L-Mesitran in vitro e in vivo apresentaram a
maior capacidade de estimulagdo angiogénica (Fator VIII), de estimulagdo da
proliferacédo celular (Ki-67) e apoptose celular (caspase 3), no ambito de um processo
normal de turnover celular. Foi também observada expresséo génica dos genes CYP11A1l

e AMHR2, no grupo L-Mesitran in vivo, ap6s 28 dias de transplante.



Finalmente, foi possivel determinar pela primeira vez, uma regido localizada numa ilha
de dinucledtidos CpG do gene VASN, que apresentou uma correlagdo negativa forte com
a expressdo génica no cortex ovarico, em todos os grupos de estudo. No caso do gene
AMH, foram também estudadas duas regides genOmicas, cuja auséncia parcial de
expressao foi associada a uma elevada percentagem de metilacdo. Foi assim possivel
verificar no modelo animal referido e através das diversas anélises efetuadas, que a adi¢ao
de L-Mesitran Soft, quer in vitro (meio de cultura) quer in vivo (no local de transplante),
podera constituir uma alternativa valida e menos dispendiosa, do que outros reagentes

mais comumente utilizados para a eficacia da preservacéo de tecido ovarico.

Palavras-chave: Fertilidade, Preservacao, Ovario, Criopreservacdo, Xenotransplante.



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, CYP11Al
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 AMHR?2 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. Preservacao da Fertilidade

A fertilidade depende da capacidade de maturacdo de células germinativas ao longo de
todo o processo meiotico, assim como, no sexo feminino, da sua associacdo com as
células da granulosa e teca envolventes e no masculino, com as células de Leydig e de
Sertoli. Esta associacdo possibilita a producéo de esteroides sexuais, 0s quais alteram 0s
niveis de expressdo de determinados genes por meio de recetores nucleares e/ou da
membrana plasmatica (1). Apesar dos avangos nos diagnosticos, prevencao e tratamentos,
0 declinio da fertilidade com o avanco da idade associado ao adiamento da idade de
gravidez e aparecimento de diversas disfuncdes € considerada um problema de salde
pablica (2).

Outra causa de infertilidade, para além das anteriormente referidas, € o desenvolvimento
de diversas neoplasias, ndo obstante da grande evolucdo no diagnéstico e respetivo
tratamento (3). De facto, dados de 2016 (4), apontam Portugal como sendo o segundo
pais da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (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 paises
da OCDE se situa nos 1,68 filhos. Desta forma, dada a elevada importancia social de
preservar a fertilidade e o interesse em melhorar a situacdo demogréfica, técnicas como a
fertilizacdo in vitro, a criopreservacao de embrides, ovocitos e tecido ovarico tém vindo

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

1.1. Tratamento Oncoldgico e Toxicidade ovarica

De acordo com as estimativas do Globocan 2018, o risco de desenvolver cancro num
determinado periodo da vida serd de 1 em cada 8 homens e 1 em cada 10 mulheres (7).
De uma forma global, tem ocorrido um aumento significativo do nimero de novos casos
de cancro, uma vez que todos os anos sdo detetados aproximadamente 15.000 criancas e
20.000 jovens adultos com novas neoplasias. Porém, em relagdo as taxas de
sobrevivéncia, apesar de variarem consoante a idade e o tipo de cancro, estas tém vindo
a destacar-se de forma positiva, encontrando-se acima dos 80% (8). Adicionalmente, para
além dos esforgos para minimizar as taxas de morbilidade, uma das prioridades € a
melhoria da qualidade de vida dos sobreviventes, assim como a reducdo de efeitos

colaterais resultantes dos tratamentos realizados (3,5,9).
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De um modo geral, um dos sistemas mais afetados pelas terapéuticas oncologicas
citotoxicas é o sistema reprodutivo, que na mulher pode dar origem a insuficiéncia
ovarica, comprometimento do crescimento uterino e/ou lesdo vascular, fibrose ou
estenose vaginal, disfungédo sexual e menopausa precoce. Todos estes fatores contribuem
para a infertilidade, dado que as mulheres possuem um pool de foliculos ovaricos nao
renovaveis, o qual atinge o pico de foliculos primordiais (6-7 milhdes) até aos 5 meses de
gestacdo, seguido de uma atrésia progressiva, na qual a quantidade de foliculos decai para
1-2 milhdes ao nascimento e 400.000-600.000 até ao inicio da vida reprodutiva,

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

As diretrizes internacionais, nomeadamente da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (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
preservacdo de fertilidade, o mais precocemente possivel, uma vez que 0 sucesso
terapéutico se encontra dependente da sua aplicacdo nas etapas iniciais das doencas
oncologicas. Complementarmente, os sobreviventes de cancro que apresentam risco de
infertilidade também deverdo ter aconselhamento especializado e orientacdo, dado que
poderdo usufruir do uso de tecnologias de reproducéo assistida (ART) para concretizar o

seu desejo de parentalidade (11).

1.1.1. A Infertilidade

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a infertilidade consiste na
incapacidade de obter uma gravidez clinica apds 12 meses de relacfes sexuais regulares

e desprotegidas (12).

De acordo com varios estudos, estima-se que globalmente pelo menos 50 milhdes 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 tendéncia sera o0 aumento destes nimeros (13).
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Figura 1- Prevaléncia de infertilidade secundaria em 2010. Adaptado de: Mascarenhas et al., (2012)

Sob outra perspetiva, a fertilidade encontra-se diretamente relacionada com a reserva
ovdérica, a qual é fortemente afetada pelas terapias oncoldgicas, levando a deplecédo e
aceleramento do término da reserva ovarica, dando assim origem a uma menopausa

precoce (14).

1.1.2. Oncofertilidade

Os Ultimos anos tém-se pautado por progressos notaveis, ao nivel dos tratamentos
oncologicos. No entanto, relativamente as complicacdes a longo prazo resultantes desses
mesmos tratamentos, ndo € possivel uma visdo tdo otimista. A infertilidade surge como
um dos principais efeitos secundarios mais devastadores em termos da estabilidade fisica
e psicoldgica dos pacientes sobreviventes (15). O desejo de uma futura gravidez, pode
assim tornar-se inatingivel por diferentes motivos, isto é, pela doenca em si ou resultar
dos efeitos secundarios de quimioterapia e/ou radioterapia, 0S quais se encontram

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

Relativamente a quimioterapia, e no caso dos agentes alquilantes mais utilizados, a
procarbazina, ciclofosfamida e o bussulfano apresentam caracteristicas particularmente
gonadotoxicas, sendo 0s principais responsaveis pela consequente insuficiéncia ovarica
(14,16). A fracéo folicular em crescimento, ou seja, os foliculos pré-antrais e antrais, € a
mais afetada, provavelmente devido as elevadas taxas mitGticas e metabdlicas que
apresenta (17). Além disso, as ac¢Oes citotoxicas ndo sao especificas, tornando-as capazes
de afetar o ciclo celular em diferentes estagios. Por outro lado, de acordo com alguns
estudos, os inibidores da despolimerizacdo de microtdbulos e agentes de intercalacao de
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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 6rgéos
reprodutivos, dependendo da dose, idade do paciente, do local de tratamento e da terapia
adjuvante (5). De acordo com Levine et al. (2015), os ovarios apresentam diferentes
niveis de sensibilidade de acordo com a idade da paciente, isto é, em adultos as doses
superiores a 6 gray (Gy), em meninas pos-puberes, as superiores a 10 Gy e, em meninas
pré-pUberes, as doses maiores que 15Gy, envolvem um elevado risco de infertilidade.
Adicionalmente, a radiacdo na regido da pélvis (que pode provocar danos vasculares no
utero), assim como a radiacdo sobre o cérebro em doses superiores a 35Gy, podem afetar
de forma negativa o eixo hipotdlamo-hipo6fise-gonadal e, por conseguinte, a hormona
libertadora de gonadotrofinas (GnRH) a qual é responsavel pela libertacdo da hormona
foliculo estimulante (FSH) e pela hormona luteinizante (LH) (14). Mais recentemente,
foram realizados estudos para determinar a dose de radiacdo necessaria para destruir 50%
dos ovacitos imaturos (DLsp) sendo esta inferior a 2Gy, o que demonstra o elevado grau

de sensibilidade dos ovdcitos a radiacGes ionizantes (1,18).

A imunoterapia tem vindo a tornar-se uma abordagem cada vez mais difundida, uma vez
que tem como principio basico a utilizacdo do préprio sistema imunolégico do paciente
para localizar e combater o cancro (imunoterapia inespecifica) ou por outro lado,
estimular uma resposta imunitaria adaptativa contra os antigénios tumorais (imunoterapia
especifica), permitindo que as células tumorais sejam eliminadas de forma seletiva e com
menor toxicidade, induzindo memaria imunoldgica, o que podera teoricamente, retardar
a recorréncia destas neoplasias (13). Os tratamentos de imunoterapia utilizam
maioritariamente citocinas, proteinas produzidas pelas prdprias células do organismo
como os interferbes (IFs) e interleucinas (ILs), inibidores de checkpoints através do
aumento da capacidade de resposta das células T, anticorpos monoclonais produzidos em
laboratdrio e através de vacinas. Em relacédo aos efeitos colaterais apenas tém ocorrido
reacOes cutaneas e sintomas semelhantes aos da gripe, ndo tendo sido ainda comprovado

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

1.2.1. Regulagdo/ Estimulacdo da Angiogénese

A angiogénese consiste na formacao de novos vasos sanguineos, desempenhando assim
um papel fulcral na embriogénese, na cicatrizacdo de feridas e na progressdo tumoral
(19,20). Naturalmente, o crescimento das células endoteliais € regulado pelo equilibrio
entre os fatores enddgenos pro-angiogénicos, tais como o VEGF e os fatores anti-

angiogenicos, como a angiostatina e endostatina (20).

A via da angiogénese é também um fator importante a ter em conta nos tratamentos de
preservacao de tecido ovarico, mais propriamente na criopreservacao, dado que a hipoxia
e a isquémia sdo dois determinantes criticos para a sobrevivéncia pos-transplante. Em
termos de deplecdo folicular, os resultados obtidos tém sido preocupantes, especialmente
em especies que contém um cortex ovarico denso, o que poderd afetar a dindmica do

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

Como regulador chave da vascularizacdo, o VEGF é fundamental para a regulacdo do
crescimento e maturacao foliculares, e na manutencao das fungdes ovaricas. Conhecem-
se trés tipos de recetores diferentes para o VEGF: VEGFR-1 e VEGFR-2, que séo
expressos predominantemente em células endoteliais vasculares e 0 VEGFR-3, expresso

principalmente em células endoteliais linfaticas (23).

O VEGFR-1 apresenta elevada recetividade aos tipos de VEGF-A, VEGF-B, PIGF e
VEGF-F. Este recetor é essencial para a migracdo das células endoteliais e células
estaminais, estando envolvido na mediacao de processos de isquémia e inflamacdo, entre
outros. Por outro lado, 0 VEGFR-2 apresenta elevada afinidade com o VEGF-A e VEGF-
E e é expresso no inicio da vida embrionaria durante a migracdo das células
mesodérmicas, na diferenciacdo e proliferagdo 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 contrario dos restantes tipos que apresentam uma
baixa atividade angiogénica. De acordo com varios estudos, a auséncia da expresséo de
VEGF-A origina um desenvolvimento do sistema vascular anormal e consequente morte

durante o desenvolvimento embrionario (23,24). O desequilibrio das suas concentragdes
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tem sido ainda implicado em diversos tipos de doenca ovarica, como a sindrome do

ovarico poliquistico, a sindrome de hiperestimulacgéo e o cancro de ovério.

O L-Mesitran Soft, que possui na sua composicao 40% de mel de grau médico esterilizado
com radia¢do gama, exibe uma capacidade de estimulacdo angiogénica comparavel a do
VEGF, através da expressdo de niveis superiores de densidade endotelial e de uma
aparente menor toxicidade celular, tornando-se uma alternativa viavel em termos de

tratamento de preservacédo de foliculos primordiais in vivo e in vitro (21,25).

O mel de grau médico tem vindo a ser utilizado ao longo das ultimas décadas no
tratamento de feridas, dadas as suas propriedades antioxidantes e antibacterianas, as quais
tém origem num fator "inibidor" - o peroxido de hidrogénio, formado pela reacéo
enzimética da glicose oxidase (da abelha) com a glicose no mel diluido (26). Porém,
apesar da sua longa utilizacdo, séo ainda pouco conhecidos os mecanismos envolvidos na
sua atividade. Atualmente, existem evidéncias de que quando aplicado em feridas
demonstra ser pré-angiogénico, visto que se observa um rapido desenvolvimento de
tecido de granulagdo. Quando aplicado em cértex de tecido ovarico bovino in vitro, este
apresentou uma densidade endotelial consideravel (21,25) subsequentemente.

1.2.2. Aesteroidogénese

A esteroidogénese é a via de conversdo de colesterol em hormonas esteroides, de forma
a assegurar o controlo de um vasto numero de processos fisioldgicos, desde o
desenvolvimento fetal até a fase adulta (27). Este € um processo iniciado por duas
proteinas fundamentais, que sdo produzidas nas células supra-renais e gonadais. Sendo
assim, o processo € inicialmente mediado pela proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR) que promove uma rapida transferéncia 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 deficiéncia na produc¢éo dessas duas proteinas
impede assim a sintese das respetivas hormonas esteroides, ou no caso de deficiéncia no
gene CYP11A1, asintese de progesterona durante a gravidez com a consequente auséncia

da inibig&o da contragéo uterina (28).

O gene CYP11A1l catalisa trés reacbes que ocorrem nos bovinos e em humanos,

nomeadamente: 22-hidroxilagdo do colesterol, 20-hidroxilagcdo do 22R-hidroxicolesterol
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(bovino) e a cisdo da ligacdo de carbono C20-22 do 20,22R-di-hidroxicolesterol (29).
Estas estruturas cristalinas sdo Uteis para a utilizacdo 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

presenca da vitamina D (30).

A vitamina D, é uma vitamina lipossolivel composta por diversas formas que integra a
familia 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 atraves da exposi¢do a radiagdo ultravioleta-B que promove a sintese
do precursor da vitamina D (7-dehidrocolesterol), sendo este convertido em colecalciferol
(31).

As acdes bioldgicas da vitamina D estendem-se para além da regulacdo do metabolismo
do calcio, apresentando propriedades anticancerigenas, bem como capacidade para
regular o sistema imunitario. Estas funcdes sdo aplicadas através do seu recetor VDR, que
é um fator de transcricao dependente do ligante, localizado no ndcleo das células alvo nos

sistemas reprodutivo, endécrino e imunolégico (31).

Segundo Parikh et al. (2016), o MRNA de VDR ¢é expresso nas células da teca e nas
células da granulosa, placenta e endométrio, 0 que sugere que a vitamina D se encontra
relacionada com o0s processos de reproducdo (31,32). De acordo com diversos autores, a
deficiéncia de vitamina D é um problema a nivel global, com grande impacto na fisiologia
reprodutiva feminina (32-34), isto é, diferentes niveis de vitamina D podem promover
uma desregulacéo do ciclo menstrual e aumentar o risco de formacéo de miomas uterinos.
Os baixos niveis séricos sdo propicios ao desenvolvimento da sindrome do ovario
poliquistico (SOP), um dos distdrbios enddcrinos mais comuns em mulheres na idade
reprodutiva (31,33).

Por outro lado, a vitamina D desempenha um papel importante na regulagéo da disfuncéo
ovulatéria (32). Todavia, os mecanismos envolvidos na regulacdo das quantidades
necessarias de vitamina D ao nivel da funcdo reprodutiva, ndo sdo completamente

conhecidos.
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1.2.3. Faléncia Ovérica Precoce

A funcéo dos ovarios dos mamiferos envolve o recrutamento ciclico, desenvolvimento e
atresia dos foliculos, ou seja, a manutencdo da quiescéncia e a ativacdo de foliculos
primordiais que sdo fatores fulcrais para a reproducdo (35). Contudo, apesar dos
mecanismos de manutencdo permanecerem desconhecidos, ja foram identificados alguns

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

A AMH é uma glicoproteina dimérica produzida exclusivamente por foliculos
primordiais em desenvolvimento no ovario, através do seu recetor especifico (AMHR2),
que € responsavel pela inibicdo do recrutamento excessivo de foliculos em
desenvolvimento pela FSH. A desregulacdo dos niveis séricos desta hormona provoca

uma aceleracdo da deplecéo folicular e consequente reducdo de fertilidade (36,37).

Deste modo, surge a possibilidade de uma correlacdo entre a AMH e a vitamina D, uma
vez que, de acordo com Merhi et al. (2014), a presenca de vitamina D3 altera a sinalizacéo
da AMH e a esteroidogénese nas células do cumulus, em humanos (38). Além do mais,
em casos de insuficiéncia ovarica prematura ocorre uma diminuicdo significativa dos
niveis de AMH. A administracdo de vitamina D podera também ajudar a reduzir a
velocidade de diminuicdo da reserva ovarica (33). Por outro lado, em pacientes
submetidos a transplante de tecido ovarico, é frequente a detecdo de niveis superiores de
AMH antes da cirurgia comparativamente aos niveis relatados ap6s 7 dias da intervencéo.

Este facto, aponta para uma provavel isquémia dos foliculos que segregam AMH (39).

A proteina membranar tipo | — Vasorina (VASN), é sobretudo expressa nas células
musculares lisas vasculares, mas, recentemente foi detetada no ovério, em particular nas
células da granulosa. A expressdo de VASN é regulada positivamente pelos niveis de LH
antes da ovulacdo, sendo esta proteina um regulador negativo dos foliculos antrais,
apresentando assim capacidade de manutencao da reserva ovarica. Ao silenciar este gene,
0 namero de foliculos primordiais € significativamente reduzido em ovarios pré-puaberes
de ratinho, o que reforca a importancia da presenca de VASN na capacidade protetora da

reserva ovarica (40).

28



1.2.3.1. Marcadores da Reserva Ovarica

A foliculogénese depende da relacéo bidirecional entre o ovocito e as células sométicas
adjacentes. A maioria das moléculas de sinalizacdo responsaveis por esta interacdo
pertence a superfamilia do TGF-f, dadas as suas capacidades de englobar processos como
a proliferacdo, diferenciacdo, migracdo celular e apoptose. A superfamilia TGF-p é
composta por varias subfamilias, como a AMH e o seu recetor AMHRZ2, a proteina

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

Sob outro ponto de vista, a expressdo de VEGF presente nas células da granulosa e da
teca, através da ligacdo aos recetores de tirosina quinase, VEGFR1 e VEGFR2 no ovario,
ocorre em resposta a estimulacdo de gonadotrofinas. De acordo com Serrano et al. (2016),
a selecdo de foliculos ovaricos bovinos € influenciada pela expressdo de VEGF, isto é,
em termos de expressdo dos niveis de mRNA de ambos os recetores, destaca-se a
expressao nas células da teca, mais concretamente nos foliculos ndo dominantes, o que
permite concluir que a dominancia folicular regula negativamente a expressao de mRNA
de ambos os recetores e do préprio VEGF favorecendo, deste modo, o desenvolvimento
folicular (24).

Consequentemente, uma desregulacdo de VEGF-A pode estar na origem de varios tipos
de doencas ovaricas, tornando assim o VEGF um importante regulador da expressdo
génica no utero e estando a semelhanga de outros membros da superfamilia TGF-p,
envolvidos na regulagdo do crescimento folicular, no desenvolvimento do corpo lGteo e

na manutencdo da funcédo ovarica (37).

Contudo, a inibicdo de VEGF pode influenciar varios fatores, entre os quais a AMH que
é igualmente afetada pela supressdo da secrecdo de gonadotrofinas. Neste contexto, os
niveis séricos da AMH encontram-se intimamente relacionados com o numero de
foliculos antrais e sdo independentes do eixo hipotdlamo-hipd6fise-ovario. Logo, a
tendéncia natural sera os niveis desta hormona diminuirem com o envelhecimento até se
tornarem indetetaveis ap0s a menopausa 0 que permite, em termos clinicos, avaliar a
reserva ovarica (33,34). Por outro lado, o recetor AMHR2 é um Unico recetor da familia
TGF-B expresso nas células da granulosa (37), sendo que os efeitos especificos da AMH
sdo exercidos através deste recetor. E fulcral entender o mecanismo de ativacio do gene

AMHR2. De acordo com Kimura et al. (2017), ao contrario do que seria esperado, 0
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mecanismo nao resulta diretamente da acdo do promotor proximal mas sim de um RNA
n&o codificante longo (IncRNA) transcrito a montante do gene AMHR2, uma vez que nas
células da granulosa, o silenciamento de INCcRNA-AMHR2 resulta na diminuicdo dos

niveis de mMRNA e aumento da atividade do promotor (41).

Por outro lado, e de acordo com trabalhos efetuados pelo nosso grupo, é de igual
importancia a avaliacdo da associacdo de genes da familia pridnica a genes ligados a
esteroidogénese, dado que o silenciamento de genes prionicos esta intimamente
relacionado com a reducao da expressao de genes essenciais a esteroidogénese como é o
caso do CYP11A1 (42).

Por altimo, a proteina Vasorina, cujo dominio extracelular é constituido por séries ricas
em serina a semelhanca do fator de crescimento epidérmico e da fibronectina tipo I1l. Esta
proteina é codificada por um gene altamente conservado, apresentando uma semelhanca
de 84% com os genes VASN humano e murino, sendo responsavel por regular a
sinalizacdo de TGF-B e foi recentemente detetada em analises de protedmica 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 avaliacdo das alteracfes nos niveis de expressdo de VEGF, VEGFR2,
AMH, AMHR2, VASN e CYP11Al devera ser possivel avaliar a reserva ovaérica, a
regulacdo da sobrevivéncia dos foliculos antrais e o estabelecimento do pool folicular

ovarico.

2. Criopreservacao

A criopreservacdo tem por base a preservacdo de material bioldgico, regra geral em
nitrogénio liquido a temperaturas extremamente baixas (-130°C / -196°C), de modo a
permitir interromper a atividade celular por tempo ilimitado (43). Porém, ha que ter em
conta que consoante o tipo de célula, tecido ou 6rgédo é necessario ajustar um conjunto de
condigdes, entre as quais a utilizacdo de crioprotetores (CPAS), de forma a evitar crio-
danos causados pela formacao de cristais de gelo e pelas alteragbes das concentracdes dos

fluidos intracelulares (44,45).
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Os processos de vitrificagdo de ovadcitos, embrides e de tecido ovarico sdo essenciais na
preservacdo de fertilidade (46,47). A criopreservagdo atualmente é também umas das
principais fontes de armazenamento do material biolégico animal, permitindo restituir a
diversidade genética que se encontra ameacada (1,48,49). Contudo, apesar de ser uma
técnica essencial na area da biotecnologia, o0s efeitos causados pela
congelagdo/descongelacdo ao nivel do genoma e das préprias células ainda ndo séo
totalmente conhecidos, sabendo-se apenas que alteragcdes epigenéticas poderdo associar-
se a danos genéticos e consequentemente afetar a viabilidade celular (50). Assim, é
fundamental desenvolver novos protocolos que para além da utilizacdo de CPAs,
recorrem a substancias 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 cdrtex de tecido ovarico bovino (21).

Dadas as restricdes éticas e praticas da investigacdo no campo da reproducdo humana,
sdo utilizados frequentemente modelos animais que apresentam semelhancas
consideraveis, como é o caso do modelo bovino, o qual tem vindo a ser utilizado na area
da embriologia como modelo in vitro de pré-implantacdo, dadas as suas analogias
fisioldgicas (ovulagdo Unica, maturacdo dos ovocitos e metabolismo embrionario) e o
modelo do rato, o qual é mais apropriado para estudos de poés-implantacdo devido a

semelhancas com a fase de placentacdo dos humanos (51).

2.1. Métodos de Criopreservacado

A criopreservacdo de ovocitos e de embrides é fundamental nas técnicas de reprodugéo
assistida e na preservacao da fertilidade. No entanto, no que diz respeito a restauracdo da
funcdo endocrina ovarica, tal s € possivel por meio de criopreservacao do tecido ovarico
e posterior transplante (52). Neste contexto, a técnica padrdo tem consistido na
congelagdo lenta com a utilizagdo de CPAs, diminuindo assim a possibilidade de danos

nas funcbes enzimaticas ou no desenvolvimento celular e/ou embrionério (1,53).

A técnica de vitrificacdo, consiste num método ultrarrapido que permite a solidificacéo
intra e extracelular, sem requerer equipamento para programar a curva de congelacédo e
possibilitando a criopreservacdo de um maior nimero de amostras. De facto tem vindo a
demonstrar bons resultados ao nivel da conservagcdo morfologica das estruturas

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

diminuir os efeitos toxicos dos crioprotetores (54).

Recentemente, Suzuki et al. (2015), utilizaram o método de vitrificacdo para a
criopreservacao de tecido ovarico humano (55) e num estudo anterior, Amorim et al.
(2012), demonstraram a possibilidade de criopreservacdo de foliculos pré-antrais, de
tecido ovarico de babuino também através da vitrificacdo (56). Em conclusdo, seréo
necessarios mais estudos para comprovar que a vitrificacdo € um método eficaz para a

restauracao da fertilidade na espécie humana.

2.1.1. Congelacdo Lenta

A congelacdo lenta envolve vaérias etapas distintas, apresentando como principal
vantagem a utilizagdo de concentracOes baixas de CPAs, o que leva a uma taxa de
formacdo de cristais de gelo bastante elevada, além de requerer a utilizacdo de
equipamentos dispendiosos (1). A primeira etapa consiste na preparacdo das amostras
para a congelacdo, em que estas sé@o submetidas a temperaturas de 0 a -4°C de forma
gradual (-1°C/minuto) até se atingir o ponto de equilibrio entre as amostras e as solugdes
de CPAs. Geralmente, a nucleacéo de gelo ocorre aos -7°C, o que pode ser induzido pela
adicdo de um agente de nucleacdo a solucdo de CPAs ou por nucleacgdo ativa. Na terceira
fase, prossegue o arrefecimento até aos -80°C, momento em que a desidratagdo celular é
atingida, seguindo-se a imersdo das amostras em nitrogénio liquido (-196°C), atingindo o
estado criogénico. As Ultimas duas etapas sdo a descongelacao rapida das amostras e a

remocao dos CPAs, a uma temperatura entre os 20°C e 40°C (57) (Figura 2).
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Figura 2- Etapas da criopreservacéo pelo método de congelagdo lenta. Adaptado de: Gurruchaga et al., (2018).

2.1.2. Vitrificacdo

A vitrificacdo é um método que se destaca pela sua elevada eficicia na eliminacdo da
formagdo de cristais de gelo através do uso de volumes minimos, taxas ultrarrapidas de
congelacao/desvitrificacdo e altas concentracfes de CPAs (58-60). Numa fase inicial, as
amostras sdo expostas a CPAs permeaveis e ndo permeaveis, geralmente etilenoglicol
(EG), dimetilsulféxido (DMSO), 1,2-propanediol (PROH) e sucrose, durante um periodo
de 25 segundos a 5 minutos. Posteriormente, o material biolégico é colocado diretamente
em contato com o nitrogénio liquido habitualmente num sistema aberto, assegurando o
arrefecimento ultrarrapido e formando um so6lido semelhante a vidro em que a agua
existente ndo se expande, mas solidifica (1,61,62). Em alternativa, s&o utilizados sistemas
fechados em que, tal como o proprio nome indica, ndo ocorre contato direto entre a

amostra e o nitrogénio liquido.

Todavia, 0 sucesso deste método ndo depende das taxas de solidificagdo mas sim da
desvitrificacdo, uma vez que atraves dos sistemas abertos, este é realizado de forma
ultrarrapida enquanto que nos sistemas fechados, as amostras sdo submetidas a uma fase
intermédia durante a sua remocdo dos dispositivos selados, o que pode dar origem a

formacao de cristais de gelo e condicionar a sobrevivéncia celular (63).
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Estudos recentes apontam para taxas de sobrevivéncia em ovdcitos humanos vitrificados
de aproximadamente 100%, com 93% de clivagem e 56% de embrides a atingir o estagio
de blastocisto, enquanto que no caso da congelacdo lenta, as taxas rondam os 89%, 90%
e 51% respetivamente (62). De forma complementar, a utilizacdo de EG, DMSO e sucrose
tem demonstrado ndo afetar a morfologia, nem 0s niveis de expressdo geénica e
vascularizagdo pos transplante (64,65). Como resultado dos estudos in vivo em humanos
e bovinos, a vitrificacdo tem vindo a assumir-se gradualmente como técnica de referéncia

na preservacao de ovocitos (47).

2.2. Criopreservacao do Tecido Ovarico

O sucesso do transplante de tecido ovarico previamente colhido e conservado,
nomeadamente a recuperacdo da funcdo enddcrina e de fertilidade, tem sido suportado
amplamente na literatura, destacando-se a existéncia de mais de 130 nascimentos a nivel
global (54,66,67)

A criopreservacao de tecido ovarico pode ser aplicada antes de ser atingida a maturidade
sexual, tornando-a a Unica técnica disponivel para meninas pré-puberes. O tecido
criopreservado pode posteriormente ser fixado no ovario remanescente, ligamento largo
ou peritoneu da fossa ovarica, permitindo uma concec¢do natural e ndo necessitando de
estimulacdo ovarica (3). O método mais utilizado para criopreservar tecido ovarico é a
congelacdo lenta apesar de, tal como referido anteriormente, o nimero de relatos de
nacimentos apds o transplante de tecido ovarico vitrificado e aquecido ter vindo a
aumentar (17,68).

Apesar de desde 0 ano 2000 ser possivel a recuperacdo da atividade folicular em tecido
ovarico criopreservado humano (69) e de em 2013 ter ocorrido 0 nascimento de gémeos
apos transplante heterotépico de tecido ovarico criopreservado (70), atualmente em
Portugal esta técnica apenas se encontra disponivel no Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra — Centro de Preservacgéo de Fertilidade, que em 2015 realizou com sucesso o

primeiro autotransplante de tecido ovarico.

Contudo, apesar de ser uma técnica promissora, ainda mantém o rotulo de experimental.
E necessario aperfeicoar os protocolos laboratoriais, bem como promover a eficacia da
revascularizacao e diminuicao 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 semelhancas ao nivel da fisiologia ovarica, desenvolvimento folicular e dos
estadios inicias da embriogénese, ndo tendo, por outro lado, as restri¢des éticas e praticas
dos estudos com modelos humanos (71).

2.2.1. Culturain vitro de tecido ovarico criopreservado

O isolamento da regido cortical, que envolve aproximadamente 90% da reserva folicular,
a partir de tecido ovarico e a subsequente cultura in vitro, permite minimizar os riscos de
transmissdo e reimplantacéo de células malignas do tumor primario. Outra das formas de
diminuir o risco serd recorrendo a terapéuticas antineoplésicas, tais como técnicas de

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

O aperfeicoamento da cultura in vitro, ird contribuir para a recuperacdo da dindmica
folicular in vitro, apds a sua interrupcdo por meio da criopreservacao, para posterior
maturacao e fertilizacdo in vivo. Tém vindo a ser otimizados in vitro processos de ativacao
folicular e cultura de foliculos pré-antrais de ratinhos, humanos, animais domesticos de

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

Outra abordagem atualmente utilizada in vitro, sdo os sistemas de cultura tridimensional
(3D), em que os foliculos humanos ou de ratinho mantém uma estrutura 3D intacta sem
contato direto com o meio de cultura, conservando as ligacdes celulares e da matriz, as
quais sdo fundamentais para a regulacdo do desenvolvimento folicular in vivo. Regra
geral, sdo utilizados hidrogéis de alginato que proporcionam condi¢fes adequadas para o
desenvolvimento folicular. Porém, para que esta técnica seja aplicada na espécie humana
é necessario ter em conta diversos fatores, tais como as técnicas de isolamento aplicadas,
as propriedades fisicas da matriz, o conteddo dos meios de cultura, a selecédo folicular e
os estadios dos restantes foliculos que se encontram em crescimento, uma vez gque na fase
folicular precoce o numero de foliculos viaveis é consideravel, o que, no entanto, ndo
sucede apos a selecdo do foliculo dominante (74). Por tltimo, pacientes com insuficiéncia
ovarica primaria, poderdo vir a usufruir da utilizacdo de inibidores do gene PTEN
(homdlogo da fosfatase e tensina) simultaneamente com peptideos estimuladores da via
PI3K (Fosfoinositideo 3-quinase), de modo a promover a ativagdo precoce de foliculos
primordiais in vitro para posterior transferéncia através do transplante dos fragmentos
corticais, para dar origem a ovocitos maduros posteriormente submetidos a fertilizacéo in
vitro e transferéncia dos embrides (75,76). Em conclusdo, a cultura in vitro, permite

estudar diretamente diversos tratamentos (0 que nao seria possivel in vivo), e é uma etapa
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indispensavel sempre que se venha a comprovar a necessidade de ativacdo folicular in

vitro.

2.3.  Avaliagdo da Viabilidade dos tecidos

A viabilidade dos tecidos e a integridade funcional dos mesmos, nomeadamente dos
foliculos, é essencial para preservar o potencial reprodutivo, dos tecidos criopreservados.
De modo a avaliar o crescimento folicular in vitro ou a viabilidade celular sdo utilizadas
diversas metodologias, tais como ensaios de proliferacdo e apoptose celular, de

citotoxicidade, avaliagdo da expressao génica, entre outros (77).

A viabilidade celular é determinada pelo nimero de células viaveis presentes na amostra,
baseando-se habitualmente na andlise da atividade enzimatica, permeabilidade da
membrana celular, atividade de captacdo de nucleotideos e producdo de ATP. A escolha
do ensaio de viabilidade e integridade estrutural adequado deve ter em conta o tipo de

celula e as condices de cultura (77).

2.3.1. Avaliagcdo Imunohistoquimica

A utilizacdo de tecido fixado em formalina e embebido em parafina para diagnostico
histoldgico, imunohistoquimico e por hibridizacéo in situ (78), permanece ainda como o

método de elei¢do para analisar tecidos.

Segundo Yuzhakov et al. (2018), para a realizacdo de estudos morfofuncionais
complexos, a utilizacdo de marcadores histologicos como o Ki-67 continua a ser essencial
(79). Ki-67 é uma proteina nuclear, que se encontra em todos os vertebrados e que é
expressa nas células em proliferacdo. Este facto, permite a classificacdo de tumores
através da andlise da taxa de divisdo celular, considerando-se um marcador de
agressividade tumoral. A proteina Ki-67 possui uma semivida de apenas 1h-1,5h, tendo
capacidade de codificar duas isoformas de proteinas com pesos moleculares entre os 345
e 395kDa (78).

O antigénio Ki-67 encontra-se presente em todas as fases do ciclo celular com exce¢édo
da fase GO. Durante a anafase e tel6fase (G1 e S) verifica-se a diminuicdo dos seus niveis,
seguida de um aumento acentuado no inicio da mitose e novamente de um decréscimo na
fase seguinte. Relativamente ao ciclo celular das células somaticas, uma vez que incluem

divisdes nucleares e citoplasmaticas, citocinese e mitose é possivel a avaliacdo do
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desenvolvimento folicular através deste marcador, dado o facto de reconhecer um

antigénio nuclear especifico da proliferacdo celular (1,78).

Em resposta a stress celular e/ou danos no DNA sdo desencadeados mecanismos
apoptdticos, os quais se subdividem em duas vias: a via extrinseca, em que ocorre a
ligagdo de células que sofrerdo apoptose a recetores localizados na membrana celular e a
ligantes (sistema Fas-FasL) e a via intrinseca/mitocondrial que engloba genes anti-
apoptoticos (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-in, Mcl-1) e genes pro-apoptoticos (Bax, Apaf-1, Noxa,
caspase 3). Porém, em ambas as vias ocorre a ativacao da familia de proteases de cisteina,
como a caspase 3 e caspase 8, que atuam na cascata proteolitica, de modo a remover as
celulas em degeneracdo (64).

A caspase-3 é uma caspase efectora, clivada pelas caspases iniciadoras 8 e 9 nas
subunidades pl2 e pl7. Posteriormente, uma vez ligadas as proteinas adaptadoras, a
proteina caspase-3 dimeriza, 0 que origina a clivagem num dos seus dominios especificos
de protease. Uma vez ativa, a caspase 3, ativa a caspase 2 e 6, desempenhando assim um
importante papel na mediacdo da sinalizacdo de apoptose (80). No tecido ovarico, a
atresia folicular associa-se a apoptose. Em particular, o gene da caspase-3 é expresso nas

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

O normal desenvolvimento dos foliculos é dependente do processo angiogénico, o qual
tem inicio com a proliferacdo capilar (composta pela fragmentacdo da membrana basal
dos vasos existentes e migracdo e proliferacdo das células endoteliais) e termina na
formacdo de arteriolas, capilares e vénulas. Ao longo do crescimento dos tecidos, as
células endoteliais vasculares apresentam taxas mitéticas iguais ou superiores as taxas de
crescimento de tumores bastante agressivos. No que se refere aos foliculos ovéricos, o
aumento da sua vascularizacdo € um fator crucial na dominancia folicular, sendo capazes

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

Para um melhor esclarecimento da funcao dos fatores de crescimento no desenvolvimento
folicular, é necesséria a utilizacdo de antigénios como o Factor VIII, exclusivamente
sintetizado pelas células endoteliais, mais especificamente nos corpos de Weibel-Palade
e nos megacaridcitos. O Factor VIII é uma glicoproteina presente no plasma humano,
apresentando capacidade de coagulacdo do sangue, uma vez que geralmente se liga ao
Fator de von Willebrand (glicoproteina multimérica), regulando a adesdo de trombdcitos

ao tecido conjuntivo subendotelial (83). Desta forma, a marcac¢éo imunohistoquimica do
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antigénio do Factor VIII poderéa ser util na avaliacdo da densidade endotelial em tecido

ovarico de bovino (21,84).

2.3.2. Avaliagdo por LDH

E imprescindivel o controlo da integridade funcional dos tecidos criopreservados, o qual
pode ser feito através de ensaios de fragmentacdo de DNA de células de ovocitos e/ou
granulosa ou através de marcadores bioquimicos de citotoxicidade, como o ensaio de
lactato desidrogenase (LDH) que é uma técnica de baixo custo que permite a obtencdo de
resultados de forma répida (1,85). De acordo com Cirelli et al. (2000), aproximadamente
80% da libertacdo de LDH ocorre durante as primeiras trés horas pds descongelacdo (86).
Os ensaios de citotoxicidade como o de LDH sdo uma alternativa colorimétrica aos
ensaios com libertagdo de Créomio-51 (°1Cr), facilitando a anélise da atividade enzimatica
citoplasmatica através da avaliacdo da percentagem de lise celular caracterizada pela
rotura da membrana citoplasmatica, a qual é avaliada pela quantidade de enzima
citosélica estavel (LDH) libertada para o meio extracelular. Esta d& origem a uma reagéo
de conversdo de um sal de tetrazolio em formazano vermelho. Assim, os niveis de
absorvancia obtidos pela quantidade de cor existente correspondem ao nimero de células
lisadas (87).

2.3.3. Avaliacdo da expressdo genética

A técnica de PCR em tempo real e RT-gPCR envolve quatro etapas: extracdo de RNA,
conversdo do RNA em cDNA, qPCR e anélise dos resultados obtidos. A técnica apresenta

niveis de sensibilidade, precisdo e velocidade muito elevados (88,89) .

Estes resultados sdao sempre padronizados através da utilizacdo de genes de referéncia

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

Ainda ndo s&o claros os efeitos da criopreservacao por vitrificagdo na expressao genetica
do tecido ovarico. De acordo com Mazoochi et al. (2009), a vitrificacdo provoca
alteracdes na expressao de genes anti-apoptaticos e pré-apoptoticos, o que nao significa
necessariamente que ocorra apoptose ao nivel ultra estrutural (64). Apesar de a maioria
dos estudos indicarem que a vitrificagcdo afeta a expressdo de genes essenciais da
angiogénese é necessario ter em conta que a escolha dos genes de referéncia € essencial.

No caso particular do tecido ovarico humano criopreservado, e relativamente aos genes

38



de referéncia, sdo as proteinas p-actina (ACTB), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), Ciclofilina B (Ciclo) e HSP90 (91,92), enquanto que no tecido ovarico bovino
0s mais adequados séo a microglobina beta-2 (B2M), GAPDH, RPLP0O e ACTB (93,94),
sendo que a escolha destes genes devera ser sempre adaptada a cada caso em concreto
(95).

Na avaliacdo da preservacdo do pool de foliculos ovéaricos, a AMH e o0 seu recetor
AMHR2 sdo de elevada importancia, enquanto que no caso da vascularizacao se destaca
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e os seus recetores VEGFRL e
VEGFR2 (37) assim como a proteina VASN (40), e o gene CYP11A1 na sintese de
hormonas esteroides (42,96,97).

2.3.4. Avaliacdo Epigenética

A epigendmica, estuda os diversos mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao
génica. Tem vindo a ser demonstrado que as alteracdes das condi¢cdes ambientais e dos
padr@es epigenéticos influenciam o desenvolvimento de diversas patologias. A regulagdo
epigenética pode efetuar-se atraves de varios mecanismos entre os quais: metilacdo de
DNA, modificacdes das histonas e nucleossomas, e expressao de microRNAs (miRNAS)
(98).

A metilacdo do DNA consiste numa modificacdo quimica do mesmo, que afeta a
transcricdo genética (99). Até ao momento, a maioria dos estudos focaram-se na analise
da metilacdo da regido promotora adjacente ao local de inicio da transcricdo e nos
elevados niveis de 5-mC (citosina convertida em 5-metil-citosina) associados ao
silenciamento da transcricdo. N&o obstante esse facto, recentemente foi comprovado que
a metilacdo na regido promotora ndo bloqueia na totalidade a transcricdo e pode ainda
regular o splicing (100). Ademais, a paisagem gendémica apresenta uma variacao
marcante na distribuicdo de diversas caracteristicas, incluindo elementos transponiveis,

contetido CG, ilhas de dinucleotidos CpG, taxa de recombinacdo e inimeros genes (101).

Sensivelmente, 70% de todos os genes humanos possuem ilhas CpG na regido promotora,
sendo estas suscetiveis a metilacbes que podem alterar a expressdo genetica. Ainda
permanecem por esclarecer diversas questdes, nomeadamente 0 momento em que ocorre

a metilacdo nas ilhas CpG e a origem da metilagdo, isto é, se é uma consequéncia
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secundaria do envelhecimento ou das condi¢gdes ambientais, assim como qual a funcéo da

metilacdo em ilhas CpG em regides ndo promotoras (102).

Recentemente, tém vindo a ser publicados estudos que demonstram a relevancia da
regulacdo epigenética de regides ndo promotoras (102). No ambito da reproducéo
humana, para além de alteragbes genéticas dos ovocitos que podem associar-se a
diminuicdo da funcdo ovarica, esta situacdo podera ter origem ao nivel de alteracOes
epigenéticas, responsaveis pelo processo de envelhecimento celular e desenvolvimento
de doencas complexas. Uma vez que, a perda da funcdo ovarica é um dos fenoétipos de
envelhecimento mais habituais em humanos, é fundamental compreender os mecanismos
epigenéticos que se encontram envolvidos quer na reproducdo humana quer no
envelhecimento em geral (100), mas também desenvolver métodos que permitam a

detecdo de ilhas CpG Uteis ao desenvolvimento de marcadores genomicos (99).

2.4. Resultados da criopreservacao de tecido ovarico

Ao longo dos ultimos 60 anos tém sido estudadas diversas abordagens de modo a
melhorar a criopreservacdo e o posterior transplante do tecido ovarico. Em 1999, foi
realizado por Oktay o primeiro transplante de tecido ovarico criopreservado humano e,
em 2004, Donnez et al., descreveram o primeiro nascimento humano derivado de tecido
ovarico criopreservado seguido de autotransplante ortotépico. Em 2011 ocorreu o
primeiro nascimento apds transplante heterotopico de tecido ovéarico criopreservado
(103).

De acordo com diversos autores, o autotransplante de tecido ovarico criopreservado
permite a restauracdo da funcdo enddcrina, quer antes quer depois de atingida a
maturidade sexual (103). Porém, apenas foi relatado um caso que evidéncia a maturagao
espontanea in vivo de ovocitos provenientes de fragmentos extraidos de meninas durante

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

Com base nos resultados obtidos por Van der Ven et al. (2016), de cerca de 74
transplantes ortotropicos, aproximadamente 67% apresentaram actividade ovarica com
nascimentos em 33% das pacientes (103). Apesar de ainda ser considerado um
procedimento experimental a nivel global, a criopreservacdo e transplante de tecido
ovarico humano permitiu a recuperacao da atividade ovarica em 95% dos casos e mais de
130 nascimentos (105,106).
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Adicionalmente, segundo Jensen et al. (2015), o tecido ovarico criopreservado
reimplantado por autotransplante ortotdpico apresenta uma duracdo 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 necessario ter em conta que a duracdo media da
funcdo ovérica se encontra diretamente relacionada com a densidade folicular no

momento da criopreservacédo do tecido (105,108).
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Figura 3 - Duracéo do enxerto e ocorréncia de nascimentos apos autotransplante de tecido ovarico. Um asterisco
representa pacientes cujos enxertos deixaram de ter resultados positivos e dois asteriscos representam pacientes que
faleceram. Adaptado de: Jensen et al., (2015)

3. Transplante de Tecido Ovarico

A criopreservacao de tecido ovarico e seu posterior transplante, para além das vantagens
anteriormente mencionadas, destaca-se pelo facto do tecido conter um elevado nimero
de foliculos primordiais e primarios, 0s quais demonstram ser mais criotolerantes devido
as baixas taxas metabdlicas e a sua localizacdo no cértex avascular mais externo, onde se
encontram os principais fatores angiogénicos (VEGF, VEGFR1 e VEGFR2), permitindo
uma eficiente vascularizacdo. Isto €, numa primeira fase, dado o facto dos foliculos pré-
antrais nao englobarem uma rede vascular especifica, a nutricdo e oxigenacdo ocorre
maioritariamente através de uma unica camada de finos vasos sanguineos do estroma,
ainda que ocorra a formagdo residual de uma rede capilar em torno dos foliculos. Numa
segunda fase, ja em estagios mais tardios, ocorre uma reorganizacao do estroma, com a
formagéo de uma camada interna composta por inimeros vasos sanguineos (teca interna)
e uma camada externa constituida por tecido conjuntivo fibroso na sua grande maioria
(teca externa) (109,110). O namero e o didmetro dos vasos sanguineos € diretamente

proporcional ao desenvolvimento folicular, o que permite a formacao de redes capilares
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que circundam os foliculos e fornecem nutrientes, quer as células da teca, quer as células

da granulosa (111).

N&o esta ainda esclarecido qual o mecanismo compensatorio que permite o bom
funcionamento do enxerto, mesmo com niveis reduzidos de AMH e elevados niveis de
FSH apos o transplante (47). De acordo com Winkler-Crepaz et al. (2016), a capacidade
do tecido autotransplantado recrutar os foliculos remanescentes podera estar relacionada
com a via PIBK/PTEN/AKt, ja que a reserva ovarica e taxa de recrutamento de foliculos
primordiais vai diminuindo, de modo a manter a reserva ovarica e a dorméncia folicular
(47,112).

Um dos fatores, sendo o mais crucial, para o éxito da técnica de transplante de tecido
ovarico esta diretamente relacionado com a velocidade de revasculariza¢do, de modo a
evitar lesdes isquémicas, as quais ocorrem maioritariamente ao longo dos primeiros dias
apos a cirurgia. De acordo com estudos recentes, apesar da detecdo de regides necréticas
7 dias ap0s o transplante, parece haver uma recuperacdo da viabilidade dos enxertos,

através da reoxigenacao progressiva do tecido ovarico (113-115).

No dmbito do transplante ortotdpico, o tecido é reimplantado no seu ambiente fisioldgico,
0 que contribui consideravelmente para o sucesso da técnica. No caso do tecido ovarico,
o facto de ser colocado na cavidade pélvica proporciona um ambiente ideal para o
desenvolvimento folicular, dadas as condi¢cbes de temperatura, pressao, irrigagdo
sanguinea e fatores paracrinos. Todavia, esta opcdo apresenta algumas desvantagens,
nomeadamente o risco de reimplantacdo de células neoplésicas, o qual podera ser
minimizado através do isolamento dos foliculos antes e depois da criopreservacdo, mas
nunca evitado por completo. Acresce que o numero de fragmentos que podem ser

transplantados em cada intervencéo é limitado (116).

Embora tenham vindo a ser obtidos resultados encorajadores desde 1994 na area da
producdo animal, e nomeadamente em ovinos e caprinos, apenas em 2004 ocorreu 0
primeiro nascimento com sucesso em humanos por meio da criopreservacao e posterior
autotransplante do tecido ovarico (116). Liu et al. (2008), comprovaram, em ratinhos, a

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

O transplante heterotdpico pode ser realizado no ratinho na cavidade da bursa, na capsula
renal ou por via subcutanea. Contudo, independentemente do local do transplante havera

sempre um efeito de hipoxia responsavel pelo processo de isquémia. H& varios casos
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descritos que apresentam um declinio significativo da densidade folicular associado a um
aumento do crescimento folicular. Estes fendmenos poderdo estar relacionados com a
interrupcéo da regulacdo do desenvolvimento folicular atraves da criopreservagéo e das
baixas taxas metabolicas dos foliculos primordiais mencionadas em capitulos anteriores
(112,116).

Bovine ovarian
cortex graft

Figura 4- Xenotransplante num ratinho de tecido ovarico bovino.
A e B - Recuperagéo apés 2 e 4 semanas, adaptado de: Langbeen et al., (2015).
C e D - Recuperacgdo apds 7 e 28 dias, obtidos durante este estudo.

Ao compararmos 0 autotransplante com o Xenotransplante, tornam-se evidentes as
vantagens do transplante heterotopico, dado ser uma técnica minimamente invasiva, que
permite a recuperacdo de ovdcitos e monitorizacdo de processos neoplasicos. No entanto,
ao contrario do que ocorre no transplante ortotopico, neste caso é necessaria a utilizacao

de técnicas de reproducdo assistida para conseguir a producdo de embrides (116,118).

Os transplantes heterotopicos nao fornecem um ambiente fisioldgico ideal e no caso
particular da mulher, ja foram testados diversos locais de transplante (no ligamento largo,
masculo reto, antebraco, tecido subcutaneo do abdémen e tecido subperitoneal). O tecido
subcutaneo do abdémen é, no ratinho, um dos locais que permite um ambiente fisiol6gico
mais adequado para o desenvolvimento folicular, tal como é possivel verificar na Figura
4 em que foram transplantados fragmentos de tecido ovarico bovino em ratinho e rato e 7
dias apos o transplante é visivel a olho nu a envolvéncia do tecido no organismo
(110,116). Luyckx et al. (2013), demonstrou a existéncia de elevadas taxas de
sobrevivéncia folicular de tecido ovarico pré-pubere criopreservado de ratinhos, através
da retencdo de um grande pool de foliculos primordiais dormentes no enxerto (119). J&
na espécie humana, em 2013, foi relatada a primeira gravidez clinica, apos transplante

heterotdpico de tecido ovarico criopreservado realizado na parede abdominal anterior (em

43



localizagdo subperitoneal), numa paciente anteriormente submetida a ooforectomia
bilateral (120).

3.1. Longevidade do tecido ovarico transplantado

A localizacdo do transplante € um dos elementos chave para a sobrevivéncia do enxerto,
sendo que no caso dos transplantes ortotopicos, o tecido ovarico pode ser colocado na
bursa ovérica no ratinho, ou no antebrago na mulher, enquanto que nos transplantes
heterotdpicos é frequentemente colocado sob a pele do antebraco ou no abdoémen, de

modo a ser possivel a sua monitorizacao por ultrassonografia (110).

O periodo de revascularizacdo, € uma etapa fulcral para a sobrevivéncia folicular aos
danos isquémicos, dado que os fragmentos de tecido implantados ndo contém vasos

sanguineos.

Apesar de ndo ser possivel determinar a longevidade do tecido ovérico transplantado,
sabe-se que 0 enxerto necessita de 4 a 5 dias para ser reoxigenado. No caso dos ratos,
foram detetados vasos funcionais a partir do 7° dia e em humanos desde o 5° dia apds
transplante, seguindo-se de uma gradual oxigenacéo nos 5 dias seguintes (121). Silber et
al. (2015), referem que o reinicio dos ciclos menstruais ovulatorios e niveis séricos
normais de FSH ocorrem 77-142 dias apds autotransplante e 130-170 dias apds
alotransplante. Os niveis de AMH, permanecem inicialmente baixos, aumentando em
resposta ao desenvolvimento folicular estimulado pelas gonadotrofinas, voltando a niveis

bastante reduzidos sensivelmente em 240 dias (Figura 5) (122-124).
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Figura 5- A) Niveis de FSH e de AMH ap0s alotransplante. B) Niveis de FSH e de AMH apds autotransplante de
tecido ovarico criopreservado. Adaptado de: Silber et al., (2015)
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Capitulo Il - Objetivos
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Com este projeto, pretendemos avaliar da influéncia do L-Mesitran Soft, como alternativa
a outros farmacos (VEGF e Vitamina D), na estimulacéo da angiogénese, preservacgdo da
reserva ovarica e esteroidogénese, em diferentes etapas do processo de criopreservacao e

posterior transplante.

Utilizaremos tecido ovarico bovino em cultura in vitro e posterior transplante em ratos
fémea Rowett Nude (RNU) imunodeprimidos, previamente ovariectomizados e

avaliaremos:

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

Vitamina D, em termos de citotoxicidade celular.

- Os niveis de proliferacdo celular, apoptose celular e densidade endotelial com
marcadores especificos (Ki-67, Caspase-3 e Fator VIII) durante a cultura in vitro e apés

remocao ao 7° e 28° dia do modelo in vivo.

- Analisar os padrbes de metilacdo dos genes VASN e AMH, durante as 48 horas de
cultura e 7 dias ap0s transplante.

- A preservacao do pool dos foliculos ovaricos, a angiogénese e a esteroidogénese através
da analise de expressdo genética, in vitro e 7 dias ap6s o transplante (AMH, AMHR2,
VEGF, VEGFR1, VEGFR2, CYP11Al e VASN).
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Capitulo Ill — Material e Métodos
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1. Desenho Experimental

O presente trabalho foi realizado in vitro e in vivo com objetivos idénticos, sendo os
ensaios constituidos por seis grupos (Figura 6) e os fragmentos criopreservados

distribuidos aleatoriamente pelos diversos grupos delineados:

Tratamentos

1) Controlo — auséncia de fator, apenas com
meio de cultura TCM 199 com 10% de soro
bovino;

2) L-Mesitran in vitro - meio de cultura idéntico
ao controlo suplementado com L-Mesitran
Soft a 0,2%;

3) L-Mesitran in vivo — Controlo com cultura e
aplicagdo direta de 0,1mL de L-Mesitran no
ato do xenotransplante —

4) VEGF — meio de cultura idéntico
suplementado com 50ng/mL de VEGF;

5) Vitamina D — meio de cultura idéntico
complementado com 100Nm de Vitamina D;

6) Transferéncia Direta - Controlo sem cultura
in vitro, descongelado no proprio dia do
xenotransplante.

Figura 6- Descricdo dos grupos em estudo.

Apbs a criopreservacao e cultura in vitro durante 48 horas, o sobrenadante da cultura foi
avaliado em termos de citotoxicidade celular através do doseamento da concentracao de
LDH no meio de cultura. Dos 187 fragmentos de tecido ovarico bovino criopreservado,
9 foram analisados ao tempo zero, 45 foram estudados in vitro durante 48 horas e 74
foram transplantados para ratos fémea imunodeprimidos, previamente ovariectomizados,
perfazendo um total de 12 fémeas (2 fémeas por tratamento) e removidos apos 7 e 28

dias.

Os fragmentos in vitro e in vivo foram avaliados em termos histol6gicos, o que permitiu
a contagem de foliculos primordiais, primarios e secundarios, imunohistoquimicos, com
o marcador Ki-67 (indicador de proliferagéo celular), o marcador da Caspase 3 (indicador
de apoptose celular) e o Factor VIII (indicador da densidade endotelial), dos niveis de
expressao genética, através da técnica de RT-gPCR, de genes envolvidos na angiogénese
(VEGF, VEGFR1 e VEGFR2), da reserva ovarica (AMH, AMHR2 e VASN) e da
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esteroidogénese (CYP11A1l) e através da técnica de pirosequenciamento de bissulfito a
avaliacdo dos niveis de metilagdo (controlo epigenético) dos genes AMH e VASN
(Figura 7).

Xenotransplante nas
fémeas RNU

Aquecimento e
Cultura in vitro

Preparagdo do Cértex do
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. R 48h ) 72 ¢ 282 Dia
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Figura 7- Desenho Experimental. As 48 horas os resultados foram avaliados em termos de LDH, IHQ, RT-gPCR e
Pirosequenciamento de Bissulfito; Aos 7 e 28 dias foram realizados todos as analises com exce¢éo do LDH.

1.1. Aquisicdo e Preparacdo do Cortex Ovarico Bovino

Os ovarios bovinos foram recolhidos no matadouro Regional do Ribatejo, em copos de
amostra devidamente identificados, e transportados a 4°C para o laboratério de
embriologia até sensivelmente 1 hora ap06s o abate e a recolha. Durante o transporte, 0s
ovarios foram mantidos em contacto com uma solucdo 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 divisdo dos ovarios em duas partes idénticas, seguido da
remocao da zona medular, por meio de um corte suave com o intuito de néo 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
ovarios, alternando consoante o tamanho do tecido cortical (Figura 8).
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Figura 8- Preparacéo dos fragmentos de tecido ovarico bovino. A) Ovario Bovino. B) Tecido Cortical Ovérico, apos
removida toda a zona medular. C) Zona cortical subdividida nos diversos fragmentos de 1cm.

A 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 exce¢do de alguns
fragmentos que foram fixados em formaldeido tamponado 4% (VWR, Leuven, Bélgica),
para posterior processamento no Servico de Anatomia Patologica dos CHUC e avaliacdo
imunohistoquimica (Grupo de P6s Descongelagéo).

1.1.2. Vitrificacdo/Desvitrificacdo do Cortex do Tecido Ovarico

Apl6s a aquisicdo e preparacdo do cortex do tecido ovario bovino procedeu-se a
criopreservacao, recorrendo a técnica de vitrificacdo. Numa primeira fase, os fragmentos
foram transferidos para 0 meio base [TC199 com 20% de soro fetal bovino (NBCS) e
antibidticos] e de seguida para um meio de equilibrio, composto por TCM199,
suplementado com 20% NBCS, 7,5% etilenoglicol (EG) e 7,5% DMSO, no qual
permaneceram durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apos este periodo, 0s
fragmentos foram colocados em contacto direto com a solugéo de vitrificagdo [15% EG,
15% DMSO, 0,5 M sucrose em TCM199 com 20% soro de vaca em cio superovulada
(SOCS)] ao longo de 5 minutos, a temperatura ambiente. Por ultimo, os fragmentos foram
colocados em papel absorvente de modo a remover a solugéo de vitrificacdo excedentéria
e posteriormente foram transferidos para criotubos esterilizados de 1,8mL (Nunc

CryoTubesT M, Ref.363401). Como foi utilizado um sistema aberto, o azoto liquido foi
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colocado diretamente em contato com o cértex do tecido ovarico e apos a selagem dos

criotubos, estes foram submersos em contentores especificos.

Por outro lado, em relacdo a descongelacéo, a primeira etapa referente ao aquecimento,
consistiu na remogdo dos criotubos dos contentores com azoto liquido, os quais foram
mantidos a temperatura ambiente durante 20 segundos, seguido da submersdo dos
mesmos no banho termostéatico a 37°C, de modo a atingirem a cor rosada (indicacdo que
os fragmentos se encontram descongelados). Numa segunda fase, foi adicionado aos
criotubos 1 mL do primeiro meio de descongelacdo (TCM199 com 20% FBS
suplementado com 1M de sucrose), com um periodo de incubacdo de 5 minutos. Por fim,
os fragmentos foram transferidos para placas de cultura, nas quais permanecerem em
contacto com 3 solugdes de descongelacdo, constituidas por TCM199 com 20% de FBS
suplementado com 0,5M, 0,1M e OM de sucrose respetivamente, durante 5 minutos por

cada solucéo.

1.1.3. Xenotransplante de Tecido Ovarico Bovino

Apbs a realizacdo de 3 sessdes de cultura in vitro, foram realizados xenotransplantes
heterotopicos subcutaneos, em bolsas criadas junto a fascia muscular abdominal de 12
ratos fémeas Rowet nude (RNU, homozigéticos) (Figura 9), previamente
ovariectomizadas, em acordo com as especificacdes da FMUC/ICBR (Coimbra Institute
for Clinical and Biomedical Research) e do conselho de Bem-Estar Animal (ORBEA). A
inducdo e manutencdo 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 cortex de ovario de bovino dos 6 grupos anteriormente descritos foram
distribuidos aleatoriamente pelos animais, sendo que de cada grupo os enxertos foram
recuperados ao 7° e 28° apds o transplante e submetidos a analises de imunohistoquimica,
RT-qPCR e pirosequenciamento de bissulfito, segundo os protocolos anteriormente

descritos.
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Ovariectomia ‘ Xenotransplante 72 e 28 2 Dia

Figura 9- Desenho Experimental do xenotransplante de tecido ovarico bovino.

2. Avaliacdo Histologica

O método de avaliagdo histologica, habitualmente com o auxilio da coloracdo com
Hematoxilina e Eosina (H&E), permite-nos analisar morfologicamente o tecido ovarico.
Neste caso em especifico, através do protocolo de colora¢cdo com H&E do Servico de
Anatomia Patolégica do CHUC (Anexo 1), os fragmentos de tecido ovarico bovino foram
fixados em paraformaldeido tamponado 4%, incluidos em bloco de parafina, e efetuados

cortes (micrétomo) de 3 um de espessura.

A observacdo das laminas foi realizada por meio de microscopia de transmissao
(microscopio Axio Imager Z2), com uma ampliacdo de 20x, intensidade de luz de 3.81V,
0.8 de DIC e um brilho de 23% e fotografadas com o auxilio do programa Zen 2 blue
edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011). De seguida, procedeu-se a classificacéo
folicular por dois avaliadores distintos, através do programa Zen 2 Blue Edition (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, 2011). A classificacdo foi realizada de acordo com o descrito
na literatura, sendo os foliculos classificados, em nimero absoluto, em primordiais

(constituidos por uma Unica camada de células da granulosa num estado precoce e com
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morfologia achatada), primarios (apresentam uma Unica camada de células da granulosa
cuboides) e secundarios (compostos por duas ou mais camadas de células da granulosa
cuboides em torno do ovdcito) (125) (Tabela 1). Os foliculos pré antrais e antrais foram

agrupados aos foliculos secundarios.

Tabela 1- Classificagéo folicular de acordo com uma adaptacao da classificacdo de Gougeon (1986).

Classificacao Folicular

Foliculos Imagem Representativa Fotografia H&E

T goTE

) AP
Primordiais '\ l‘it m -"4

Primarios

Secundarios

3. Avaliacdao Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica é uma ferramenta poderosa, que tem como base a
microscopia e consequente visualizacdo/localizacdo de proteinas-alvo de componentes
celulares em amostras de tecido. Dado o elevado nimero de protocolos, para além da
capacidade da aplicacdo de biomarcadores bastante especificos, a imunohistoquimica
permite a detecdo simultdnea, com elevada sensibilidade, de multiplas proteinas bem

como a interacéo entre estas.

Neste estudo em particular, as amostras de cértex do ovario, foram fixadas em
formaldeido tamponado 4% (VWR, Leuven, Bélgica) e inseridas em parafina com
posterior incubacdo com o anticorpo primario especifico (Fator VI, Ki-67 ou Caspase 3),
de acordo com o protocolo do Servi¢o de Anatomia Patoldgica dos CHUC (Anexo ).
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3.1. Determinacdo da Densidade Endotelial

Apos a realizagdo do protocolo de imunohistoquimica do Servigo de Anatomia Patoldgica
dos CHUC, os resultados de densidade endotelial foram analisados no microscdpio Axio
Imager Z2, por meio da ativacdo do sistema de imagem ApoTome 2 e DIC-TLm
(microscépio com lentes térmicas de contraste por interferéncia diferencial), com uma
ampliacdo de 20x e fotografadas com o auxilio do programa Zen 2 blue edition (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, 2011), aplicando as caracteristicas de 0.8 de DIC, 4.0V de luz
e com um brilho de 23% (Figura 10).

A quantificagdo da percentagem de area marcada pelo Fator V111 foi realizada através do
programa Image J (versdo Fiji, 1.8.0, E.U.A) por dois avaliadores distintos. Foram
selecionadas aleatoriamente cinco zonas de cada amostra através da aplicacdo de uma
grelha retangular (494x320 pixéis), sendo os resultados subsequentemente apresentados

em forma de média.

Figura 10 — Marcac&o pelo fator VII num fragmento de tecido ovérico. Resultados obtidos pelo Microscdpio Axio
Imager Z2 na ampliac&o de 20x. Marcacdo do Fator VII representada a castanho.
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3.2.  Quantificacao da Proliferacdo e da Apoptose Celular

A semelhanca do referido no subcapitulo anterior, apds o protocolo de
imunohistoquimica, no qual ocorreu separadamente a incubacdo com o indicador de
proliferacdo celular (Ki-67) e de apoptose celular (Caspase 3), as laminas foram
analisadas no microscopio Axio Imager Z2, com os parametros normalizados para 0.8 de
DIC, 4.0V de luz e com um brilho de 23% e fotografadas/analisadas com o auxilio do

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

Em termos de classificacao, para além da determinacéo aleatoria das diversas areas pelos
2 observadores, procedeu-se a classificacdo por percentagem folicular positiva e/ou
negativa correspondente a expressdo dos marcadores, em foliculos primordiais, primarios

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

Em relacdo ao estroma, a quantificacdo da percentagem de &rea marcada com Ki-67 foi
realizada através do programa Image J (versdo Fiji, 1.8.0, E.U.A) por dois avaliadores
distintos. Foram selecionadas aleatoriamente cinco zonas de cada amostra através da
aplicacdo de uma grelha retangular (494x320 pixéis), sendo os resultados

subsequentemente apresentados em forma de média.

Tabela 2- Expressao de Ki-67 e Caspase 3 nos foliculos. As imagens foram obtidas com uma ampliacéo de 20x, no
microscopio Axio Imager Z2.

Classificacao Folicular de Proliferagao (Ki-67) e Apoptose (Caspase 3) Celular

Positivo

b ‘» .V, s )
v '7’2? 4 "‘;%@wﬂ‘;
v i g

e A ’ 5 2l
R
Ki-67 Noge g

Caspase 3 o AR Y
.f ‘-9 & >
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4. Quantificacao de Lactato Desidrogenase

De modo a aferir a citotoxicidade celular apos a criopreservacao e 48 horas de cultura,
foi quantificada a concentracdo 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 avaliagdo colorimétrica com base na leitura de
absorvéancias efetuadas pelo equipamento da Glomax (Promega GloMax Multi Detection
System). Deste modo, foram retirados 50 uL do sobrenadante dos distintos meios de
cultura e transferidos para uma placa de 96 pocos, assim como 3 controlos negativos (50
uL de TCM199 + soro) e um controlo positivo (50 puL de uma diluicdo de 1:5000 de
LDH). De seguida, foram adicionados 50 pL de uma mistura de substrato constituida pelo
tampdo de ensaio. Apds um periodo de incubacao de 30 minutos a temperatura ambiente
e protegida da luz, foram adicionados outros 50 uL da solucdo de paragem por cada poco
da placa. Posteriormente a leitura dos valores de absorvancia, com o auxilio de dois filtros
(1,450 mm e 2,560 mm), os resultados foram convertidos em valores de citotoxicidade

aplicando a seguinte formula:

(1) Valor de absorvancia da amostra—Média da absorvancia dos 3 controlos negativos x 100

Valor de absorvancia do controlo positivo

5. Avaliacao da Expressdao Genética

Para a quantificacdo dos niveis de expressdo (MRNA) dos genes AMH, AMHR2, VEGF,
VEGFR1, VEGFR2, CYP11A1 e VASN foi utilizado o PCR quantitativo em tempo real
(do inglés RT-gPCR; real-time guantitative polymerase chain reaction), de acordo com
protocolos previamente descritos (95). Os genes de referéncia escolhidos foram os
seguintes: GAPDH, RSP29 e Ciclofilina B.

No total foram analisadas 44 amostras, as quais foram armazenadas em RNAlater a -80°C,
de modo a assegurar a estabilizacdo e proteger o proprio RNA sem comprometer a

qualidade/quantidade, necessaria a todo o processo em seguida descrito.
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5.1. Extracdo total de RNA

A preparacdo do RNA foi iniciada com a descongelacdo das amostras, seguida da
homogeneizagdo das mesmas em meio de Trizol (1 mL/ 50 mg de amostra) com o
homogeneizador TissueLyser Il (Quiagen), durante 8 minutos a uma frequéncia de
25Hertz, com o auxilio de esferas de aco inoxidavel estéreis. Complementarmente, foi
efetuada uma digestdo com cerca de 10 puL da enzima Proteinase K (serina protéase
estavel, caracterizada pela sua estabilidade e ampla especificidade de substrato que
permite degradar proteinas inclusive na presenca de detergentes), durante 2 horas em
banho maria a 55°C. Apos a disrupcdo do tecido e digestdo com a enzima, foi adicionado
300 pL de cloroformio as 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 a remoc¢do da fase
superior (mais transparente) constituida pelo RNA. Numa segunda fase, 0 RNA total foi
extraido e purificado de acordo com o protocolo de isolamento total de RNA (Zymo)
descrito no Anexo I11. De modo a excluir possiveis contaminaces de DNA gendmico,
foi efetuado um passo adicional (etapa 9) de digestdo com DNase | [RNase-Free DNase
Set (50; ID: 79254); Qiagen].

Por ultimo, os extratos de RNA total foram imediatamente avaliados em termos de
quantidade (OD 260nm) e de nivel de pureza (OD 260nm/ OD 280nm) com o auxilio do
espectrofotometro (NanoDrop ND-2000c, Peglab GmbH, Erlangen, Alemanha).

5.2. Sintese do DNA complementar

O DNA complementar de cadeia simples foi sintetizado utilizando o kit de transcricao
reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), o qual
é caracterizado pela sua capacidade de iniciagdo aleatdria da sintese de cDNA. Posto isto,
para cada reagdo de 20 uL, foi utilizado 10 pL da reag@o de mistura de transcrigao reversa
(RT) composta pelos reagentes descritos na Tabela 3. Apds a adi¢éo de 10 puLL da mistura
de RT a 10 pL de cada amostra de RNA (com concentracdo previamente homogeneizada),
as aliquotas 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 — Preparacdo da amostra para realiza¢do de RT-gPCR.
Reagentes necessarios para a preparacdo da mistura de transcrigéo reversa, descrita no protocolo High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Volume
Componentes Sem RT (controlo
Com RT .
negativo)
10x RT Buffer 2uL 2uL
25X dNTPs Mix 0,8ulL 0,8ulL
10x Random Primers 2ul 2ul
MultiScribe™ Reverse
. s -
Transcriptase
RNase Inhibitor luL lulL
H20 (Nuclease free) 3,2uL 4,2ul
Total por reagdo 10plL 10pL

5.3. Desenho dos Primers

O desenho dos primers foi, numa primeira fase, concebido através da utilizacdo do
programa Primer-Blast (Anexo 1V). De seguida, com o intuito de evitar amplificacdes
inespecificas [como por exemplo ligacdes entre os préprios 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. Reac¢do em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
gPCR)

A reacdo de RT-gqPCR foi realizada com recurso ao sistema de PCR em tempo real
StepOne Plus ™ ¢ com a aplica¢do da mistura comercial Power SYBR® Green (ambos
da Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) gque 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 possiveis erros de leitura.

Previamente, procedeu-se a preparacdo da reacdo de gPCR constituida por 12,5uL da
mistura Power SYBR® Green, 2ul de primers forward e reverse (160 nM), 6ulL de
c¢DNA diluido (1:10) e 2,5uL de H20 para um volume total de 25uL. De seguida, a reagéo
foi rapidamente pipetada para placas de reagao 6tica de 96 pogos (MicroAmp ™), as quais
foram seladas com tampas OGticas (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
transferidas para o termociclador de tempo real, no qual iniciaram a desnaturacgdo inicial
a uma temperatura de 95°C durante 10 minutos, seguida de 15 segundos a 95°C, 1 minuto
a60°C, 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e por tltimo 15 segundos a 95°C (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 dindmica responsavel por diversos
mecanismos de regulacdo epigenética, como € o caso das metilacbes do DNA. Com o
intuito de avaliar os possiveis efeitos dos varios grupos de tratamento no padrdo de
metilacdo do gene AMH e VASN, numa primeira fase, foi realizado o isolamento de DNA
dos diversos grupos em estudo e posterior extracdo 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 obtencdo de DNA ultrapuro e
concentrado, adequado para o uso direto em analises de metilacdo, como é o caso da

técnica de pirosequenciamento de bissulfito.

ApoOs a execucdo do protocolo de purificacdo, as amostras foram quantificadas

(OD260nm) e avaliadas quanto ao nivel de pureza (OD260nm/ OD280nm) de cada
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amostra através do espectrofotometro (NanoDrop ND-2000c, Peglab GmbH, Erlangen,

Alemanha).

Posteriormente, com o auxilio do aparelho PyroMark Q96 ID pyrosequencer procedeu-
se ao pirosequenciamento de bissulfito de sodio dos genes AMH e VASN, uma vez que
0 bissulfito de sodio promove a conversdo das citosinas ndo metiladas em uracilos
permitindo assim a identificacdo posterior por pirosequenciamento das regides metiladas
e nao metiladas nas ilhas CpG. Aas sequéncias 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- Regibes selecionadas para analise de pirosequenciamento de bissulfito.
Nome Sequéncia CpGs

CGCAGGGCCAGGTCAACCTGTCGGACCCCGCG

AMH - Fragmento 1 GCCCTGGAGCGCCTGCTGGACGGC

TCCCAAACATGGTGGCCACCGAATGCGGCTGC
AMH - Fragmento 2 CGGTGACCTCGCGCCGTGCTCCTCGTGCTGCCC 11
CGGCCCGTATTTATTCGGACCCCGT

CCCGGGGTGAGGGCGCGLCGLGLGLCGLGLGLG
VASN CGCGCGCGCGTACGCGGCTCACCGGLCTGLG 21
GGGCTGCGAGCAGACGAAATAAACA

A percentagem de metilacdo dos genes analisados foi calculada através do programa

PyroMark Assay Design Software 1.0 (Qiagen).

60



7. Andlise Estatistica

Os dados de 3 sessdes de cultura de tecido ovarico in vitro e in vivo foram analisados
usando 0 PROC MIXED e PROC GLIMMIX do SAS (Statistical Analysis Systems, SAS
Inst., Inc., Cary, NC, USA) para os dados de imunohistoquimica e para os valores de
absorvancia (LDH), de expressdo genética (RT-gPCR) e percentagem de metilacédo
(Pirosequenciamento de Bissulfito). Adicionalmente foi aplicado o modelo de correlacao
de Pearson entre os resultados de expressdo genética e niveis de metilacdo. As médias de
cada tratamento foram calculadas e comparadas pelo teste PDIFF de comparacOes

maltiplas. As diferencas foram consideradas significativas para P<0,05.

Ao longo do texto serdo descritas as diferencas significativas obtidas entre grupos e ao
longo do tempo e estas serdo representadas por letras diferentes. Adicionalmente, em
anexo € possivel a observacdo das diversas comparagdes mdaltiplas entre interacdes

grupos/tempo.
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Capitulo V — Resultados
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1. Avaliacdo Histoldgica

Foi efetuada a identificagdo dos foliculos, em termos de numero absoluto, presentes nas
Imagens adquiridas, apenas tendo sido obtidas diferengas significativas no caso dos
foliculos primordiais, aos 7 dias, sendo o nimero do grupo de L-Mesitran in vivo,
significativamente superior aos restantes grupos (P<0,01) (Figura 11-A). No caso dos
foliculos primarios, apenas foram observadas diferencas aos 28 dias, sendo o grupo L-
Mesitran in vivo novamente superior aos restantes tratamentos (P<0,03), conforme é
possivel de verificar na Figura 11-B. No caso dos foliculos secundarios ndo foram

obtidas diferencas significativas (Figura 11-C).
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Figura 11 - Quantificagdo Folicular: A) Foliculos Primordiais; B) Foliculos Primérios; C) Foliculos Secundarios.
a,b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).
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2. Avaliagdo Imunohistoquimica

2.1. Densidade Endotelial (Factor VIII)

A densidade endotelial foi avaliada através da percentagem de area com marcacéo pelo
fator V111, tendo-se verificado diferencas significativas ao longo do tempo e entre grupos
(Figura 12 e Figura 13 e Anexo VIII).

2.1.2. Entre Grupos

As 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 € 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 diferencas

estatisticamente significativas.

Por altimo, aos 28 dias, salienta-se a elevada densidade endotelial do grupo L-Mesitran

0,2% in vitro em relacéo a todos os outros grupos (P<0,001) (Figura 12).
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Figura 12- Densidade Endotelial, com marcagédo de Factor VIII &s 48h, 7 e 28 Dias.
a-b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).
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2.1.2. Ao longo do tempo

Foi possivel observar que o grupo de L-Mesitran 0,2% in vitro foi o Unico a apresentar
valores superiores ao tempo zero, ao longo dos 3 periodos analisados (P=0,0001).
Adicionalmente, no @mbito dos grupos dos 7 dias, apenas o grupo de Transferéncia Direta
ndo apresentou valores superiores em relacdo ao tempo zero, 0 que realca a importancia

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 reducdo da marcacdo com Fator VIII, entre os tempos mencionados
(P=0,0089) (Figura 13).

Densidade Endotelial (Factor VIII)
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Figura 13- Densidade Endotelial, com marcacdo de Factor VIII ao longo do tempo.
a-C. indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).
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2.2.  Proliferacdo Celular nos Foliculos (Ki-67)

2.2.1. Entre Grupos

A proliferagdo celular (Figura 14 e Figura 15 e Anexo VII1) foi estimada mediante a
avaliacdo da marcacdo dos foliculos com o anticorpo anti-Ki-67, ndo tendo sido
verificadas diferencas significativas as 48 horas entre grupos. Porém, aos 7 dias,
distinguiu-se o grupo de L-Mesitran in vivo, como sendo o Unico que apresentou uma
marcacdo imunohistoquimica significativamente superior em relacédo 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).
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Figura 14- Proliferacédo Celular nos foliculos, com marcagéo de Ki-67 as 48h, 7 e 28 Dias.
a-b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).

2.2.2. Ao longo do tempo

Constatdmos que todos os grupos aumentaram de forma significativa (P<0,05), entre as
48 horas e 0s 7 dias, com excecdo 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 marcacgéo de proliferacdo celular, mais consistente ao longo

do tempo (Figura 15).
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Novamente, o grupo de Transferéncia Direta ndo apresentou um aumento significativo do
tempo zero para os 7 dias, 0 que esta de acordo com o observado no caso da marcacgéo de
Densidade Endotelial (Fator VIII) (Figura 15).

Proliferacdo Celular nos Foliculos (Ki-67)
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Figura 15- Proliferacdo Celular nos foliculos, com marcagéo de Ki-67 ao longo do tempo.
a-b: indicam diferencgas estatisticas (p< 0,05).

2.3.  Proliferacdo Celular no Estroma (Ki-67)

2.3.1. Entre Grupos

De forma complementar, foi avaliado a marcacdo no estroma com o anticorpo anti-Ki-67
(Figura 16 e Figura 17 e Anexo VIII), na qual se verificou, as 48 horas, que 0 grupo
VEGF apresentou um valor inferior ao grupo Controlo e em relagdo 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 realcar a superioridade de todos os grupos em relacdo ao Controlo
(P<0,05), com excecdo 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 marcagdo da proliferacdo celular superior nos
grupos L-Mesitran 0,2% in vitro e VEGF, em comparacdo com o grupo Controlo
(P=0,0026 e P=0,0077, respetivamente) (Figura 16).
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Figura 16- Proliferacéo celular no estroma, com marcacéo de Ki-67 as 48h, 7 e 28 Dias.
a-C: indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).
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2.3.2. Ao longo do tempo

Verificou-se (Figura 17) um aumento inicial de marcagéo entre o tempo zero e as 48
horas (P<0,008) em todos 0s grupos, com exce¢do do grupo VEGF. Por outro lado, os
grupos L-Mesitran in vivo, Vitamina D e Transferéncia Direta, apresentaram valores

superiores aos 7 dias, relativamente ao tempo zero (P<0,03).

Entre as 48 horas e 0s 7 dias, 0s grupos L-Mesitran in vivo, Vitamina D e VEGF foram
0s Unicos onde ndo foi observado um decréscimo da marcacéo (Ki-67), sendo que no caso

do VEGF, estes valores ndo foram superiores ao grupo Controlo (Figura 17).

Relativamente ao periodo entre os 7 e 28 dias, ocorreu uma estabilizacdo da marcacao
estromal de acordo com o observado na Figura 17, apenas com uma diminuigdo do grupo
L-Mesitran in vivo (P=0,018).
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B) Proliferacédo Celular no Estroma (Ki-67)
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Figura 17- Qualidade do estroma, com marcagéo de Ki-67 ao longo do tempo.
a-b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).

2.4.  Apoptose Celular nos Foliculos (Caspase 3)

Relativamente aos resultados de apoptose celular, avaliada pela marcacdo com o
anticorpo anti-caspase 3 ao nivel dos foliculos ndo foram obtidas diferencas

significativas, independentemente do grupo e tempo (P=0,8480) (Figura 18).
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B) Apoptose Celular nos Foliculos (Caspase 3)
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Figura 18- Apoptose Celular nos foliculos, com marcag&o com Caspase 3: A) As 48h, 7 e 28 Dias; B) Ao longo do
tempo.

2.5.  Apoptose Celular no Estroma (Caspase 3)

Relativamente & marcacdo do estroma pelo anticorpo anti-caspase 3 foram obtidas
diversas diferengas significativas entre grupos e ao longo do tempo (Figura 19 e Figura
20 e Anexo VI1I).

2.5.1. Entre Grupos

As 48 horas, 0 grupo da Vitamina D apresentou maior percentagem de estroma marcado
com Caspase 3 (P<0,01), salvo em comparagdo 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
relacdo aos restantes grupos (P<0,02), com excec¢do do grupo L-Mesitran 0,2% in vitro.
De igual modo, aos 28 Dias, 0 grupo de L-Mesitran in vivo apresentou a maior
percentagem de marcacao (P<0,0005) (Figura 19).
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Figura 19- Qualidade do estroma, com marcagéo de Caspase 3 as 48h, 7 e 28 Dias.
a-c. indicam diferencas estatisticas (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 Unico em que
a marcacdo por Caspase-3 aumentou do tempo zero para as 48 horas (P=0,0055). Por
outro lado, o grupo L-Mesitran in vivo, foi o0 Gnico em que ndo ocorreu uma diminuicéo

da marcacéo entre os 7 dias e 28 dias (P=0,0001).
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B) Apoptose Celular no Estroma (Caspase 3)
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Figura 20- Qualidade do estroma, com marcagao de Caspase 3 ao longo do tempo.
a-d: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).

3. Citotoxicidade Celular

Como se pode verificar na Figura 21, a analise da citotoxicidade celular apds 48 horas
em cultura ndo mostrou diferencas 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 ovarico vitrificado/aquecidos, apds 48 horas em cultura.
O grupo L-Mesitran in vivo é idéntico ao Controlo nesta fase (48h), pelo que ndo foi analisado.
a: indica que ndo foram identificadas diferencas estatisticas (p< 0,05).
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4. Expressao Genética

Em relacdo aos resultados de RT-qPCR em tempo real, apenas foram obtidas diferengas
significativas entre grupos e ao longo do tempo, no caso dos genes CYP11A1l e AMHR2,
conforme é possivel verificar pelos resultados dos restantes genes (VASN, VEGFA,
VEGFR1, VEGFR2 e AMH) apresentados no Anexo IX.

No caso dos 28 dias, apenas foi possivel analisar a expressdo genética do grupo do L-
Mesitran in vivo, pelo que este grupo € o Unico representado nos graficos de analise de
expressdo genética, dado o reduzido nimero disponivel do modelo in vivo. De salientar,
que no caso da expressdo genética, as diferencas apresentadas nos graficos resultam da

comparacdo maltipla entre Grupos e Tempos.

4.1. GeneCYP11Al

No caso do gene CYP11A1 apesar de ndo terem sido verificadas diferencas entre grupos
as 48 horas e aos 7 dias, quando analisamos apenas estes dois periodos (48 horas e 7 dias),
0s grupos com valores de expressao mais elevados (embora ndo 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 incluimos o Tempo zero (grupo de Pos-Descongelacédo) e 28 dias
(apenas grupo L-Mesitran in vivo), observou-se uma expressdo maior no grupo de P4s
Descongelagdo (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- Expressao Genética do gene CYP11A1: A) Entre as 48 horas e 7 dias; B) Ao longo do tempo.
a,b: indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).

472. Gene AMHR2

No que se refere ao gene AMHR2 (Figura 23-A) as 48 horas, o grupo Controlo

apresentou uma transcricdo superior ao tratamento com Vitamina D (P=0,050).
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A semelhanca com o sucedido no gene CYP11A1 (Figura 23-B), o grupo L-Mesitran in

vivo aos 28 dias, apresentou uma expressdo superior aos restantes grupos/tempos
(P<0,002).

Ao longo do tempo, o grupo Controlo das 48 horas manteve-se superior em relacao aos

grupos dos 7 dias (P<0,04), exceto em relacdo ao VEGF e Transferéncia Direta dos 7

dias.
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Figura 23- Expressao Genética do gene AMHR2: A) Entre as 48 horas e 7 dias; B) Ao longo do tempo.

a-c: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).
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5. Pirosequenciamento de Bissulfito

O padrao de metilagdo foi analisado ao nivel dos genes VASN e AMH. Estes genes foram
selecionados com base na sua importancia no ambito do controlo da reserva ovérica, e

por apresentarem regides ricas em dinucleotidos CG.

5.1. Gene VASN

Relativamente ao gene VASN (Figura 24 e Figura 25), foram obtidas diferencas

significativas entre grupos/tempos (P<0,01).
5.1.1. Entre Grupos

As 48 horas, 0 grupo da Vitamina D foi o que apresentou os valores mais elevados de
metilacdo, em comparacdo 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 ndo serem diferentes
entre si, apresentavam uma percentagem de metilacéo significativamente superior a todos
0s grupos (P<0,01), excetuando a comparagéo entre o grupo Controlo e L-Mesitran 0,2%
in vitro (Figura 24). Destacou-se assim, a maior percentagem de metilacdo do grupo L-

Mesitran in vivo, neste tempo, relativamente aos restantes grupos (P<0,05).
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Figura 24- Padrao de Metilagéo do gene VASN as 48 horas e 7 Dias. a-C: indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).

5.1.2. Ao longo do tempo

O momento zero apresentou uma percentagem de metilacéo significativamente inferior a
obtida no grupo de Vitamina D as 48 horas (P=0,0001) assim como em rela¢éo 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 Unicos que
apresentaram percentagens de metilagdo superiores aos 7 dias, relativamente as 48 horas
(P<0,02), contrariamente ao que ocorre com o tratamento da Vitamina D, no qual foi
observada uma reducdo do nivel de metilacdo das 48 horas para os 7 dias (P=0,0001)
(Figura 25).
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Figura 25- Padréao de Metilac&@o do gene VASN ao longo do tempo.
a-b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).

5.2. Gene AMH

No ambito da avaliacdo da percentagem de metilacdo 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 relacdo ao periodo em cultura as 48 horas nao foram obtidas diferencas

significativas entre grupos.

5.2.1. Fragmento 1 (Entre Grupos)

No que concerne o fragmento 1 aos 7 dias, o grupo de Transferéncia Direta apresentou a
menor percentagem de metilacdo 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 nivel de metilacdo superior em relagdo aos grupos L-
Mesitran in vivo (P=0,04) e VEGF (P=0,03) (Figura 26).
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Figura 26- Padrao de Metilacdo do gene AMH do Fragmento 1 as 48 horas e 7 Dias.
a-C. indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).

5.2.2. Fragmento 1 (Ao longo do tempo)

Neste ambito, evidenciou-se apenas um aumento da percentagem de metilacdo do grupo
Controlo, das 48 horas para os 7 Dias (P=0,034) (Figura 27).
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Figura 27- Padrdo de Metilagao do gene AMH do Fragmento 1 ao longo do tempo.
a-b: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).
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5.2.3. Fragmento 2

No que se refere ao fragmento 2 do gene da AMH ndo foram observadas diferencas
significativas ao nivel do modelo (interacdo Grupos/Tempos) (Figura 28 e Figura 29 e
Anexo X).
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Figura 28- Padrdo de Metilagdo do gene AMH do Fragmento 2 as 48 horas e 7 Dias.
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Figura 29- Padréao de Metilacéo do gene AMH do Fragmento 2 ao longo do tempo.
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5.3.  Gene VASN conjuntamente com AMH

Ao compararmos ambos 0s genes é notdria a percentagem de metilagdo mais elevada
apresentada pelo gene AMH nas regides estudadas (particularmente evidente no
fragmento 2), isto €, o gene VASN € hipometilado (P<0,01) relativamente ao AMH, seja
em relacdo a cada um dos fragmentos analisados no AMH, seja entre ambos 0s genes
(VASN e AMH), como é possivel verificar pela Figura 30.
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Figura 30- (A) Analogia entre os padrdes de metilagao do gene VASN e o fragmento 1 e fragmento 2 do gene AMH;
(B) Comparagéo entre os padrdes de metilacdo do gene VASN e AMH no geral.
a-C: indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).

5.4. Expressdo genética e padrdao de metilacdo de AMH e VASN

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi avaliado para verificar se existia uma
associacdo entre os resultados de metilacdo e os de expressdo genética, através da

comparacgao 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 0s grupos em
conjunto, observou-se uma correlacdo negativa muito forte as 48 horas (r= -0,813)
tendencialmente significativa (P=0,094). Aos 7 dias, a correlacdo negativa mantém-se
forte, embora com um coeficiente de correlacdo de Pearson menor (r= -0,565) e ndo
significativo (P=0,243).

Ao longo do tempo, isto &, desde 0 momento zero, até aos 7 dias apds xenotransplante,
ao analisar todos os grupos em conjunto, ocorre sempre uma correlacdo negativa
moderada (r=-0,332).
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Figura 31- Analogia entre os resultados de expressdo genética e padrao de metilacdo do gene VASN.
Comparacao entre rankings.

5.4.2. Gene AMH

Relativamente ao Fragmento 1 do gene AMH, ndo foram obtidas correlacfes

significativas entre a metilacdo e a expressdo. Por outro lado, ao contrario do observado

no gene VASN, neste caso foi apurada uma correlacédo positiva (r= 0,666) as 0 e 48 horas,

ou seja, quando a expressao genética aumenta, o nivel de metilagdo também aumenta e

vice-versa. Os mesmos resultados foram obtidos no Fragmento 2, as 48h (r= 0,134).

Porém, ao longo do tempo, verificou-se uma correlacdo proxima de zero (r= -0,064).

Ao analisar o comportamento do gene AMH, sem distin¢do dos fragmentos, observa-se

também uma correlacdo préxima de zero (r= 0,005), ndo significativa (Figura 32).
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Figura 32- Analogia entre os resultados de expressdo genética e de padréo de metilagdo do gene AMH.
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Capitulo VI — Discussdo e
Concluséo
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A técnica de criopreservacdo de tecido ovarico com posterior transplante é o tratamento
de preservacdo da fertilidade a aplicar em pacientes nos quais as abordagens mais
tradicionais ndo sdo possiveis (126). Todavia, para que seja viavel alcangar 0 sucesso
desta técnica, € necessario aprofundar o conhecimento cientifico relativo as técnicas de
criopreservacao utilizadas, aos diversos mecanismos genéticos e epigenéticos envolvidos
na deplecdo folicular e consequente diminuigdo da reserva ovarica, assim como em
termos de capacidade de estimulacdo angiogénica. Ao longo deste trabalho foram
analisados diversos parametros por meio de diferentes técnicas, com o objetivo de
consolidar resultados anteriormente obtidos, assim como desenvolver novas estratégias

de preservacao de fertilidade.

Foi necessario adaptar o modelo in vivo e a logistica necessaria a este estudo em
particular, que envolveu o transplante de cortex ovarico de bovino para uma espécie
diferente (xenotransplante), especificamente, para 12 ratos imunodeprimidos e
previamente ovariectomizados. Apds andlise dos resultados, podemos concluir que o
local escolhido para colocar os xenotransplantes (junto a fascia muscular abdominal) é
apropriado para os objetivos deste trabalho. De igual forma, foi evidente a importancia
da cultura in vitro em todos os métodos de avaliacdo, uma vez que permitiu estabelecer
condigdes (aumento de densidade endotelial e proliferacdo celular ao nivel dos foliculos,
entre outros) para a recuperacdo 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 maturacdo in vivo, essencial no caso particular de pacientes com

insuficiéncia ovarica prematura (126).

Um dos principais fatores criticos para o transplante de tecido ovarico depende da
capacidade de minimizacao das lesbes isquémicas ao longo do processo angiogénico. Por
meio da avaliagdo imunohistoquimica, foi possivel determinar a evolugdo do tecido
ovarico, em termos vasculares e ao nivel da dinamica folicular, através da utilizacdo de 6

ovarios de 3 vacas, perfazendo um total de 811 imagens histologicas analisadas.

A densidade endotelial, avaliada pelo Factor VIII, demonstrou um desenvolvimento
progressivo do endotélio vascular, essencialmente até aos 7 dias apds xenotransplante.
Estes resultados coincidem com o descrito na literatura (82,115) dado que as células

endoteliais apresentam taxas mitdticas bastante elevadas até atingirem a fase madura,
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proporcionando a vascularizagdo adequada (82). Adicionalmente, foi possivel verificar
que o processo de vitrificagdo ndo afeta o tecido, assim como a cultura in vitro e permite
que o tecido ovérico inicie novamente a sua atividade sem danos vasculares acentuados,

habitualmente responsaveis por situacdes de isquemia e morte do proprio tecido.

Destaca-se ainda, a capacidade de estimulagdo angiogénica do tratamento de L-Mesitran
0,2% in vitro até aos 28 dias apds xenotransplante, o que consolida os resultados
anteriormente obtidos pelo grupo, demonstrando mais uma vez a sua importancia como
alternativa a abordagens que envolvem o uso de VEGF. N&o podera também deixar de
ser sublinhado que se trata de um produto econdmico e de facil manuseamento, 0 que
também por esse motivo constitui uma vantagem relativamente a outros produtos

atualmente utilizados (21).

No dmbito da proliferacdo celular, foi analisada a expressédo proteica de Ki-67, a qual para
além da capacidade de expressao durante a cultura in vitro, apresentou elevados niveis de
expressdo in vivo. Foi possivel constatar que ocorre uma recuperacao 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 alcancaram potencial proliferativo e capacidade de

sobrevivéncia do tecido apds 7 dias em cultura (127).

Além do mais, apesar de varios autores (113-115) descreverem a presenca de regides
necréticas nos primeiros dias apos transplante, com base nestes resultados é possivel
afirmar que, a existir, se trata de um evento transitério, uma vez que logo ap6s 7 dias é
visivel a recuperacdo do cortex do tecido ovarico. O grupo de L-Mesitran in vivo,
evidenciou-se pela capacidade de estimulacdo de desenvolvimento folicular que se
manteve até aos 28 dias (Figura 14 e Figura 15), ao contrario do que se verificou nos

restantes tratamentos.

Segundo Yang et al. (2008), o processo angiogénico necessita de mais de 48 horas para
estar concluido. Durante o seu desenvolvimento, o tecido esta sujeito a situacfes de
hipoxia responsaveis pela perda folicular. A sobrevivéncia e desenvolvimento foliculares
dependem em parte do crescimento vascular, o qual, por sua vez, se encontra dependente
da capacidade de estimulacdo pelos fatores angiogénicos (128). De forma a solidificar os
resultados acima mencionados e determinar de que forma a qualidade do estroma (e dos

foliculos) acompanhava o observado ao nivel do endotélio, foi também avaliada a
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marcacdo com Ki-67 (proliferacdo celular). A nivel do endotélio foi possivel verificar a
presenca de elevadas taxas de vascularizagdo, atingidas essencialmente até aos 7 dias ap0s
transplante, consolidando-se o0 que era esperado e 0 descrito previamente por outros
autores (129). N&o se verificaram diferencas 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 proliferagdo celular nos foliculos.

A qualidade do estroma demonstrou ser superior ap0s cultura in vitro comparativamente
com o momento de Pos-Descongelacédo, o que reforca a importancia da cultura in vitro

neste contexto.

A apoptose celular, € um dos mecanismos essenciais na homeostase, fisiopatologia e
normal desenvolvimento dos ovarios. Porém, os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencas significativas no ambito da marcacdo com Caspase 3 ao nivel dos foliculos
(Figura 18), apresentando apenas diferencas ao nivel do estroma (Figura 19 e Figura
20). O grupo com maior marcacdo foi o de L-Mesitran in vivo, 0 que podera estar
correlacionado com a elevada atividade celular, observada através da marcacdo com Ki-
67, no ambito de um mecanismo de turnover celular, isto €, dos processos de remodelacédo
celulares necessarios a diferenciacdo e enucleagdo, 0s quais se encontram intimamente
correlacionados com a ativacdo da Caspase 3. Embora as Caspases estejam relacionadas
com a apoptose celular, a protedlise mediada por caspases controla igualmente diversas
atividades celulares ndo letais, tais como a proliferacdo, reorganizacéo do citoesqueleto,
entre outras. De facto, nas células estaminais embrionarias, um aumento da atividade das
Caspases possibilita a ativacdo de fatores de transcricdo fulcrais na diferenciacéo e, por
conseguinte, na regulacdo da pluripoténcia (130). Assim, uma maior densidade endotelial
e proliferacdo celular geral, acompanhada por uma apoptose superior, parece poder estar
relacionada com processos normais ao nivel da adaptacéo e remodelacdo de um enxerto

de coértex ovarico.

Em relacdo a qualidade do estroma, avaliada por meio da caspase 3, os resultados
observados vao ao encontro dos niveis de apoptose celular observados nos foliculos as 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 niveis significativamente elevados em

comparagdo com os 7 e 28 dias ap6s xenotransplante, indicando assim uma recuperagédo
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do tecido ao longo do tempo. De acordo com Winkler-Crepaz et al. (2008), apés o
transplante de cértex de tecido ovarico é improvavel que ocorra perda folicular apenas
devido a apoptose isquémica, sendo o elevado recrutamento de foliculos primordiais um
mecanismo a considerar. Deste modo, a densidade e viabilidade dos foliculos presentes
no cértex do tecido ovarico transplantado é fundamental, dado que os enxertos deverao
apresentar uma densidade intermédia, de modo a prevenir a deplecdo dos foliculos,
resultante da presséo intrinseca apos o transplante e permitindo, assim, uma longa duragéo
do normal funcionamento ovarico (47). Adicionalmente, a presenca de fibrose estromal
podera estar associada de forma positiva a ativacdo folicular, uma vez que a rigidez
estromal aparenta contribuir para a dindmica folicular (129), explicando assim os
elevados niveis de proliferacao e apoptose celular observados.

A avaliacdo de citotoxicidade celular que permite a avaliacdo 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 contedo celular para 0 meio de cultura. Ainda que ndo tenham sido
identificadas diferencas 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 analise in vitro, com a
incorporacdo de um maior numero de amostras, de modo a poder validar o que ja tinha
sido anteriormente verificado pelo nosso grupo (21) ao nivel do potencial angiogénico e
de reducdo da citotoxicidade do L-Mesitran 0,2% in vitro no tecido ovarico. A reducao
da citotoxicidade podera também vir a ser alcancada através da melhoria do processo de
vitrificacdo e com a utilizacdo de crioprotetores como a sucrose, em concentracdes de
0,1M ou 0,05M (1).

Contrariamente ao esperado, em termos de expressdo genetica nos 7 genes avaliados
(VASN, CYP11Al, AMHR2, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2 e AMH), apenas foram
observadas diferencas significativas nos genes CYP11A1 e AMHR2. A proteina expressa
pelo gene CYP11Al1, catalisa a conversdo de colesterol para pregnenolona,
possibilitando, entre outros, a produgéo de progesterona essencial durante a gravidez.
Embora sem diferencgas significativas a 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 0 que apresentou o valor menor destes dois. Sabe-se que o CYP11Al esta
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relacionado com a producao de metabolitos a partir da Vitamina D3 (131) (ou seja a maior
expressdao de CYP11A1 induz uma menor concentracdo de Vitamina D3) e assim, a
confirmar-se em estudos posteriores, poderd esta menor expressdo observada de
CYP11Al estar relacionada com um mecanismo de feedback negativo em relacéo a
presenca de Vitamina D3 no meio de cultura que tera que ser explorada. Aos 28 dias
apenas foi possivel avaliar a expressao no grupo L-Mesitran in vivo, que apresenta valores
significativamente superiores aos restantes grupos as 48h e aos 7 dias, mas ndo em relacao
ao momento de Pos-Descongelacédo (0 horas). Poderemos inferir assim que, pelo menos
no que concerne o grupo L-Mesitran in vivo, parece existir uma reducao na expressao do
gene CYP11A1 durante o tempo de incubacgdo in vitro e até aos 7 dias ap0s transplante,
que é posteriormente recuperada apds 28 dias in vivo, podendo sugerir que neste grupo

existe uma recuperacdo da atividade esteroidogénica in vivo.

Quanto ao recetor AMHR?2 verificou-se uma expressdo muito reduzida desde o0 momento
pos-descongelacdo até aos 7 dias apés transplante, sendo o grupo da Vitamina D as 48h,
0 Unico a apresentar valor menor que o Controlo para 0 mesmo tempo. No entanto, aos 7
dias, os grupos VEGF e Transferéncia Direta, sdo 0s Unicos que ndo apresentam uma
expressao menor que o grupo Controlo as 48h. Aos 28 dias, 0 grupo L-Mesitran in vivo,
apresenta uma recuperacao da expressdo, com valor superior a todos os restantes grupos,
e ao longo do tempo (Figura 23), ndo tendo no entanto sido possivel correlacionar este
aumento de expressao (do recetor AMHR?2) com a expressdo da AMH no mesmo tempo,
uma vez que apenas foi detetada expressdo de AMH até as 48 horas, ndo sendo esta
significativa (Anexo 1X). Em 2018, foi identificada em ovérios de ratinhos, a expressdo
de AMHR2 antes de AMH, indicando que existem outros mecanismos de ativacdo do
recetor durante o periodo inicial de maturacéo folicular (132). De acordo com Chan et al.
(2018), a reducdo dos niveis de AMHR2 podera resultar numa perda do mecanismo que
inibe a ativacdo e crescimento folicular primordial, o que significa que ao atingir niveis
elevados de expressdo deste recetor sera possivel preservar a reserva ovarica o que no
caso de pacientes com infertilidade por insuficiéncia ovarica prematura é fundamental
(132). Recentemente foi detetado em linhagens celulares de cancro ovarico uma reposta
positiva ao tratamento com AMH recombinante na presenca de AMHR2, demonstrando
a sua importancia no diagnostico e/ou terapéutica (37). Como referido, pudemos constatar
que no caso do Unico grupo observado aos 28 dias (fruto do reduzido nimero de animais

disponiveis), a expressdo de AMHR?2 foi significativamente superior ao grupo do tempo
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zero (P6s-Descongelacao) e de todos os grupos as 48h e aos 7 dias. Tal, parece indicar
que, no caso do L-Mesitran in vivo, existe uma ativacao da expressdo deste gene apds 28
dias de transplante, que é superior inclusivamente a expressdo detetada no momento
inicial. Por ultimo, sabe-se que a expressao de AMHR2 ndo coincide com a presenca de
VEGF-A, ¢ descrito na literatura como estimulador deste recetor na superficie de células
da granulosa isoladas de foliculos maduros (37), permanecendo desconhecido o
mecanismo responsavel pela ativacdo do recetor. NOs apenas pudemos constatar que a
expressao de VEGF-A no grupo L-Mesitran in vivo aos 28 dias (onde a expressdo de
AMHR2 é superior), foi 0 que apresentou valores absolutos mais baixos (embora sem

diferencas significativas para os outros tratamentos/tempos).

O facto do mediador molecular VEGF nédo apresentar diferencas significativas entre
grupos/tempos ao nivel da expressao, podera resultar da auséncia de estimulacao por parte
de outros fatores durante estes periodos, como é o caso das gonadotrofinas, uma vez que
a hormona foliculo estimulante, além de induzir o crescimento folicular, ativa
simultaneamente a producdo de VEGF no ovério (109). Acresce que os elevados niveis
de VEGF descritos na literatura sdo maioritariamente obtidos nas camadas teca e da

granulosa dos estadios finais de desenvolvimento.

O predominio de foliculos naturalmente mais avasculares (primordiais e primarios),
comparativamente aos mais vascularizados (secundéarios) (da avaliagdo histoldgica
efetuada, em 393 fragmentos analisados, apenas foram detetados 107 foliculos
primordiais, 87 foliculos primarios e 79 foliculos secundarios), podera também estar
correlacionado com a expresséo observada do VEGF e respetivos recetores. Sabe-se que
a auséncia de expressao deste fator podera ser positiva, uma vez que a administracao
subcutanea de VEGF-A em macacos marmo adultos durante a fase folicular inibiu a
ovulacdo, assim como se associou um nivel bastante elevado de foliculos atrésicos (133).
Num estudo desenvolvido por Renee et al. (2012), foi demonstrado que a regulagao
positiva do VEGF-A promove a supressao do recrutamento de foliculos primordiais
(133).

Sob outra perspetiva, a acdo de VEGF ocorre no ovario através da ligacao aos recetores
de tirosina quinase VEGFR1 e VEGFR2 (37), sendo o seu funcionamento em cascata.
Logo, se ndo ocorrer a ativacdo de VEGF néo havera expressdo dos seus recetores. De

acordo com Guzman et al. (2015), foi possivel demonstrar que ocorre um aumento da
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expressao de VEGFR2 durante o desenvolvimento do corpo ldteo, e que a auséncia de
expressdo deste fator, quando ocorre, podera 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 ovarica no
ambito da protecdo das células, em oposi¢do a apoptose induzida pela via TNF-a e
hipoxia, com translocacdo da proteina vasorina para as mitocondrias em fibroblastos
embrionarios de ratinhos (135) e regulando a oxidacao/reducdo da enzima antioxidante
mitocondrial, tiorredoxina 2 e producdo de ROS (136). Adicionalmente, Bonnet et al.
(2018), demonstraram a existéncia de uma regulacdo negativa da expressdao de VASN
induzida por les@o vascular e associada a resposta fibroproliferativa subsequente (135),
indicando assim que a expressdo do VASN, nem sempre podera ser entendida como
estando relacionada com uma reacdo tecidual desejavel. Por outro lado, na auséncia de
VASN, segundo Dahari et al. (2018), o nimero de foliculos primordiais e antrais atrésicos
é consideravelmente menor, sendo a expressdo do gene um regulador negativo da

sobrevivéncia de foliculos antrais, afetando por sua vez a ovulacgéo (40).

Ao longo do tempo, a proteina AMH, produzida pelas células da granulosa dos foliculos
em crescimento, tem vindo a ser associada a regulacdo negativa da ativacdo folicular
primordial. Porém, recentemente foram detetados niveis reduzidos de expressdo de AMH,
em transplantes de cortex ovarico humano nos quais o ciclo ovarico e fun¢do hormonal
foram normais (137). Da avaliacdo que efetuamos do padrdo de metilacdo deste gene, foi
possivel verificar que, ao nivel das regides analisadas, o gene parece estar hipermetilado,
0 que poderéa explicar a auséncia de expressdo que detetdmos aos 7 e 28 dias, e que esta
de acordo com o reportado previamente por outros autores (100). De facto, de acordo com
Laing et al. (2018), a transcricdo de AMH e o nivel de metilacdo na regido promotora
apresentam-se inversamente relacionados (138), o0 que origina uma transcrigdo

praticamente nula do gene quando apresenta elevados niveis de metilacao.

A andlise de metilacdo incluiu igualmente a avaliagdo do gene VASN, que estd
relacionado com a regulacéo da foliculogénese (135). Como referido anteriormente, ao
analisarmos a associacao entre a expressao genética e a percentagem de metilacdo da
regido do gene VASN, foi possivel identificar uma correlagcdo negativa muito forte as 48
horas (r=-0,813) apesar de apenas tendencialmente significativa (P=0,094). Aos 7 dias,
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a correlacdo negativa forte mantém-se, embora com um coeficiente de correlacdo de
Pearson menor (r= -0,565) e ndo significativo (P=0,243) e ao longo do tempo, isto é,
entre 0 momento de Pds Descongelagdo, as 48 horas em cultura e os 7 dias apos
xenotransplante, ocorre sempre uma correlacdo negativa moderada (r= -0,332). Em
termos de tratamentos, a Vitamina D as 48 horas e L-Mesitran in vivo aos 7 dias
apresentaram os niveis mais elevados de metilacdo, diminuindo a expressdo do gene.
Desta forma, uma vez que a expressao de VASN se encontra associada a inibicdo de TNF-
B e do recrutamento folicular, com estes tratamentos poderemos estar a diminuir a agcdo
do gene, proporcionando um recrutamento folicular elevado e favorecendo a estimulagéo

angiogénica, através da ativacdo da via de sinalizacdo TNF-p.

Consideramos que a identificacdo pela primeira vez de uma regido localizada numa ilha
CpG do gene VASN (em Bos taurus), com uma associacdo forte com os niveis de
expressao genética ao nivel do cortex ovarico e com um nivel de significancia
tendencialmente significativo (P=0,094), terd& que ser alvo de novos estudos,
possivelmente com um maior nimero de amostras, de forma a podermos confirmar a sua
aplicacdo na populacdo geral. A confirmar-se, podera servir de marcador para a analise
do comportamento do gene VASN, cuja fungdo s6 muito recentemente foi reconhecida

como estando ligada a regulacéo da foliculogénese (139).

No caso do gene AMH, observaram-se em geral, niveis de metilacdo elevados nos dois
fragmentos analisados e significativamente superiores relativamente a regido analisada
do gene VASN. Tal parece estar de acordo (como referido anteriormente) com a auséncia

total de expressdo do gene AMH verificada aos 7 e 28 dias.

Este ndo é, no entanto, um fator determinante para a eliminacdo do AMH como marcador
da reserva ovarica e/ou insucesso de gravidez por meio de técnicas de fertilizacdo in vitro,
uma vez que tal como demonstrado por Sefrioui et al. (2018), ao contrario do que seria
esperado com baixos niveis de AMH nédo ocorre uma resposta ovarica imperfeita, assim
como a recetividade endometrial ndo parece ser afetada (140). De facto, e embora sem
diferencas significativas, o tratamento L-Mesitran in vivo aos 7 dias exibiu o maior
namero absoluto de foliculos primordiais entre todos 0s grupos e periodos de tempo. Estes
resultados vao de encontro ao descrito por diversos autores, que afirmam que os niveis
dos recetores de FSH apresentam uma recuperacéo lenta (cerca de 150 dias) assim como
os niveis de AMH que apresentam um periodo de recuperacao de sensivelmente 130-170
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dias, uma vez gque esta hormona se encontra regulada positivamente pelo recrutamento de
foliculos maduros. Apds o enxerto, ocorre um recrutamento massivo de foliculos, os quais
se encontram num periodo de “dorméncia” e iniciam o seu processo de desenvolvimento
até atingirem o estagio ovulatorio, sendo que os niveis de AMH apenas atingem valores
regulares ap0s o retorno completo da pressao tecidual e do recrutamento regular dos

foliculos.

Em suma, como mencionado anteriormente, este modelo de bioensaio permitiu estender
a avaliacdo preliminar realizada previamente pelo nosso grupo sobre a influéncia positiva
do L-Mesitran Soft no cortex ovarico bovino, em tecido fresco, criopreservado, in vitro e
in vivo, assim como comparar esta eficacia com a de outras drogas atualmente utilizadas,
com um papel potencial na reproducdo, em animais e humanos. Além do mais, para além
do seu potencial de revascularizacdo e aparente menor citotoxicidade demonstrada
[trabalho atual e anterior (28)], os resultados obtidos em termos de proliferacdo celular
sdo também muito promissores e parecem estar em sintonia com a analise dos indices de
apoptose que foram detetados, numa perspetiva de turnover celular, necessario a
remodelacdo tecidual do transplante ovarico. Foi também possivel verificar que, pelo
menos no Grupo L-Mesitran in vivo, existia uma recuperacdo da atividade de
esteroidegénese aos 28 dias (expressdo do gene CYP11A1), assim como da expressdo do
recetor do gene AMH (AMHR2), que se encontra envolvido da regulacdo e manutencao
da reserva folicular. Parece assim, que o L-Mesitran Soft, além da sua valéncia no ambito
da angiogénese, podera também ter um papel na regulacdo da esteroidogénese e no
controlo da reserva ovérica. O modelo animal utilizado, que envolveu o xenotransplante
de cortex ovarico bovino para ratos imunodeprimidos ovariectomizados, ao nivel da
fascia muscular abdominal, ficou também consolidado como um modelo aplicavel a
outros estudos e produtos que visem também a utilizacdo destes dois modelos animais,
face a sua utilidade como modelos para o estudo da fertilidade humana. Foi também, tal
como referido anteriormente, identificada pela primeira vez uma regido no gene VASN,
cujo padrdo de metilacdo podera vir a ser usado na avaliacdo do comportamento deste
gene em situacOes diversas e no ambito da fertilidade feminina, uma acdo que s6 muito
recentemente Ihe foi atribuida. Para tal, sera necessario estender esta avaliagdo a uma
regido mais alargada, ao longo da ilha CpG que abarca o primeiro exdo (ndo codificante)

deste gene.
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Contudo, embora tenham sido alcancados resultados que nos parecem ser bastante
promissores, seria interessante aprofundar no futuro o mecanismo envolvido na ativagéo
da angiogénese por parte do L-Mesitran Soft. De facto, face a auséncia de diferencas
significativas entre grupos nos genes que foram avaliados com ligacdo a angiogenese,
importa agora estender esta analise a um maior numero de genes com atividade nesta area,
tais como os genes FGF2 (fator de crescimento fibroblastico-2), PDGF (Fator de
crescimento derivados das plaquetas) e ANGPT2 (Angiopoietina 2).

Sera também importante aumentar o numero de fragmentos analisados, particularmente
no periodo dos 28 dias, ao nivel da expressdo genética. De facto, embora apenas
tivéssemos previsto inicialmente realizar a analise dos fragmentos de tecido ovarico até
aos 7 dias ap0s transplante, foi possivel realizar também analises imunohistoquimicas em
todos os grupos e de expressao genética no grupo L-Mesitran in vivo, apds 28 dias. Do
que foi possivel observar, parece-nos que sera muito importante a inclusdo deste tempo

de estudo em trabalhos futuros.

Finalmente, e dos dados obtidos, poderemos concluir que a incorporacdo de L-Mesitran
Soft, quer in vitro (meio de cultura) quer in vivo (local de transplante), podera constituir

uma alternativa valida no ambito da preservacdo da fertilidade feminina.
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Anexo |

Protocolo de coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H&E) realizado no Servigo de
Anatomia Patologica do CHUC.

Composto Nimero de Tempo
passagens
Xilol (VWR, Fontenay-sous-Bois, Franca) 3 2 minutos
Alcool absoluto (Proclinica, Canegas, Portugal) 2 2 minutos
Alcool 95% (vol/vol) (Proclinica, Canecas, Portugal) 1 2 minutos
Agua corrente 1 2 minutos
Hematoxilina Gill 1 (Leica, Richmond, E.U.A.) 1 5 minutos
Lavagem com agua corrente 1 5 minutos
Eosina 1% solucdo aquosa (Bio-optica, Mildo, Italia) 1 40 segundos
Alcool 95% (vol/vol) 1 30 segundos
Alcool absoluto 2 30 segundos
Xilol 3 30 segundos

115



Anexo I

Protocolo de imunohistoquimca utilizado pelo Servi¢o de Anatomia Patoldgica dos

CHUC para marcacéao de Ki-67 e Caspase 3.

1) Desparafinacdo por aquecimento da lamina até aos 72°C a partir de temperaturas

médias;

2) Cell conditioning (cc) por aquecimento da lamina a 100 °C e incubacao durante 4

minutos;
3) Ultra CC, durante 3 ciclos de 8, 16 e 24 minutos;
4) Adicéo do inibidor de peroxidase pré-primario;

5) Adicdo do anticorpo primario por aquecimento da lamina até aos 36°C seguido da
aplicacdo de uma gota de anticorpo anti Caspase 3 (Ref. AHP2717, Bio-rad) ou
anticorpo anti ki-67 (Ref. 790-4286, Ventana) e incubagdo durante 36 minutos;

6) Reacdo de otimizagéo da coloragdo com recurso ao sistema Optiview (Ventana,
E.U.A.) que inclui a adigdo de DAB (3,3'-Diaminobenzidine), durante 16 minutos;

7) Incubacdo com peroxidase HRP Multimer (Ventana, E.U.A);

8) Aplicacdo de uma gota de hematoxilina (contrastante) e incubacdo durante 8

minutos;

9) Aplicagdo de uma gota de BLUING REAGENT (pds-contrastante) e incubacéo

durante 4 minutos.
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Anexo llI

Protocolo de Isolamento total de RNA, adaptado do kit Direct-zol ™ RNA MiniPrep
(Zymo Research).

1) Adicionar 350uL de tampao NR e 3,5uL B-mercaptoetanol a cada amostra e

homogeneizar gentilmente;

2) Adicionar 350uL de etanol a 70% e homogeneizar sem a utilizagdo da pipeta;

3) Transferir cada amostra para colunas 1HCR 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 400uL de RNA Wash Buffer a cada coluna e centrifugar & velocidade maxima;

5) Para o isolamento, preparar a mistura de digestdo (70 pL Buffer de digestao (RDD) +
10uL de DNase I) num eppendorf esterilizado de 1.5mL;

6) Aplicar 80uL da mistura de digestdo diretamente na membrana de silica da coluna

NzySpin Binding e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente;

7) Adicionar 400uL de Direct-zol™ RNA PreWash e centrifugar durante 30 segundos a
velocidade maxima. Descartar o fluxo, colocar a coluna num novo tubo de recolha e

repetir esta etapa;

8) Adicionar 700uL 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 55uL. de DNase/RNase-Free Water diretamente na

membrana de silica 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 extraido podera ser avaliado imediatamente ou armazenado a -80°C.
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Anexo IV

Gene

GAPDH

Ciclo

RPS 29

VASN

AMH

AMHR2

VEGFA

VEGFR1

VEGFR2

CYP11A1

Tabela 5- Sequéncias de pares de primers para PCR quantitativo em tempo real, desenhados especificamente para este estudo

Nome Completo

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Ciclofosfamida

Proteina Ribossomal S29

Vasorina

Hormona Anti-Mulleriana

Receptor hormonal anti-
mlleriano tipo 2

Factor de Crescimento
Endotelial VVascular A

Tirosina quinase 1
relacionada com FLT1

Receptor de dominio de
insercdo quinase KDR

Citocromo P450, familia
11, subfamilia A,
polipeptideo 1

ID do gene

NC_007303.3/281181

NC_007308.3/281419

NC_037337.1

NC_037352.1

NC_037334.1

NC_037332.1

NC_037350.1

NC_037339.1

NC_037333.1

NC_037348.1

Pares de Primers (5°-3°)?

F: ctc tca agg gca ttc tag gc

R: ccc agc atc gaa ggt aga ag
F: tcc gtc ttc ttc ctg ctg ttg

R: cca att cgc agg tca aag tac
F: gca ctg ctg aga gca aga tg
R: ata ggc agt gcc aag gaa ga
F: ctg tcg caa aac cag atc gc
R: cgg tcg aac aca tca aag gc
F: acc cca gcc ctg tta ctc ttg
R: gag tct cca gga agg gat cag ¢
F: cat acg gga agg agg tca cg
R: tgt agg cct ggc agc tcg ta

F: cttg ggt aca ttg gag cct tg
R: atc cat gaa ctt cac cac ttc gt
F: tgg aag act cgg gca cct atg

R: ggt cac tga ggt ttc gca gga
F: tga cat ctt gat ctt gga gct gc

R: tgt cgt ctg att ctc cag gtt tc

F: ggc aat aaa gaa ctt cat ccc ac

R: ggg gtt cac tgt ctc ctc ca

Ex6es

9-10

1-2

11

6-8

15-30

29-30

Tamanho do
produto (bp)

89

98

49

200

148

135

116

126

169

199

Housekeeping

X

X

118



Anexo V

Protocolo de purificacdo e extracdo de DNA (Quick-DNA Miniprep Plus; Zymo

Research).

1) Descongelar as amostras que se encontram a -80°C de modo a transferir os

fragmentos para tubos de 2mL. Adicionar 95uL de Blue Buffer e 95uL de H20;

2) Colocar dentro dos tubos esferas de aco inoxidavel e selar com parafina;

3) De seguida posicionar as amostras de forma equilibrada no Tissue Lyser Il, para

que ocorra a disrupcao do tecido;

4) Adicionar 10uL de Proteinase K, vortexar durante 10-15 segundos e incubar a
55°C durante 1-3 horas;

5) De modo a remover os detritos insoluveis, centrifugar a > 12.000x g durante 1

minutos. Transferir o sobrenadante para um novo tubo;
6) Adicionar 400uL de Genomic Binding Buffer e vortexar durante 10-15 segundos;

7) Transferir as amostras para colunas Zymo-Spin ™ [IC-XL com 0s respetivos tubos
de recolha. Centrifugar a > 12.000x g durante 1 minutos. Descartar o sobrenadante

presente no tubo de recolha;

8) Adicionar 400ul do tampdo de pré-lavagem de DNA a coluna de centrifugacéo
num novo tubo de recolha. Centrifugar a > 12.000x g durante 1 min. Descartar o

sobrenadante;

9) Adicionar 700uL de tampdo de lavagem g-DNA a coluna de centrifugacao.

Centrifugar a > 12.000x g durante 1 min. Limpar novamente o tubo de recolha;

10) Adicionar 200pul de tampéo de lavagem g-DNA a coluna de centrifugacéo.

Centrifugar a > 12.000x g durante 1 min. Descartar o tubo de coleta com o fluxo;

11) Transferir a coluna de centrifugacdo para um tubo de microcentrifugacao limpo.

Adicionar > 50ul de Tampao de Eluicdo de DNA ou dgua diretamente na matriz

119



12) Incubar durante 5 min. a temperatura ambiente, e de seguida centrifugar a

velocidade méaxima durante 1 minuto para eluir o DNA;

13) O DNA eluido pode ser utilizado imediatamente para aplicacfes baseadas em

moléculas ou armazenado a < -20°C para uso futuro.
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Anexo VI

AMH Bos taurus

F1 F2
ATG Il I
|
1 2 3 4 5
I I
Ilhas
1 VASN Bos taurus
_.# é
; 2
Ilha

Figura 33 - Desenho Experimental das zonas de metilagdo analisadas do gene AMH e VASN.
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Tabela 6- Sequéncia de pares de primers para a pirosequenciacdo de Bissulfito, desenhados especificamente para este estudo

Gene Ccl)\lrgm:to Pares de Primers (5°-3°)? Bases  Escala de Sintese Purificacéo

Frag\nl\q/leljlto X H?\;Tﬁgfu aAnr;ti- F: AACCCCAACCCACTAATTAATTTCC 5 — T
Fra’gr':]/'e':to . H‘mﬁgﬁ aAng“' S: CCAACCCTAATCCCTTCCTAAAAACTCTC 25 50 nmol HPLC
AMH Fragmento 2 H?\;Irﬂﬁgfl aAnr;“' F: TGTGTTTTTTAGTGTTTAATGGGGTAAT 28 50 nmol HPLC
AMH Fragmento2 ~ "o/mene aAnr;“' S: GTGTTTAATGGGGTAATG 18 50 nmol HPLC
VASN Vasorina F: AAGTTTTTGTAAGATTATTTGGGTTAA . o LG

VASN Vasorina S: TTTTTGGGAGTAGATAGTTTTATAG 25 50 nmol HPLC
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Anexo VII

Sequéncias gendmicas onde foram avaliados os padrdes de metilacéo:

e AMH-Fragmento 1 (6 CpGs)

CGCAGGGCCAGGTCAACCTGTCGGACCCCGCGGCCCTGGAGCGCCTGCTGGALCGGC

e AMH-Fragmento 2 (11 CpGs)

TCCCAAACATGGTGGCCACCGAATGCGGCTGCCGGTGACCTCGCGCCGTGCTCCTCGTGCTGCCCCGGCCCGTATTTATTCGGACCCCGT

e VASN (21 CpGs)

CCCGGGGTGAGGGCGCGCGLCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGTACGCGGCTCACCGGCCTGCGGGGCTGCGAGCAGACGAAATAAACA
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Anexo VIII

A) Densidade Endotelial (Factor VII1)
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Q)

Proliferacdo Celular no Estroma (Ki-67)
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D
) Apoptose Celular no Estroma (Caspase 3)
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Figura 34- Comparacao entre grupos/tempo: A) Densidade Endotelial; B) Proliferacdo Celular;
C) Proliferacdo Celular no estroma (Ki-67); D) Apoptose celular no estroma (Caspase 3).
a-i: indicam diferencas estatisticas (p< 0,05).
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Anexo IX

A) VEGF-A
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Figura 35- Expressdo Genética dos genes: A) VEGF-A; B) VEGFR1; C) VEGFR2; D) VASN e
E) AMH.
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Anexo X

A
) VASN
6
g 4
[<5]
g
c
3
[}
c
=2
0
0 horas 48 horas 7 Dias
m Pés-Descongelacédo = Controlo m L-Mesitran 0,2% in vitro
= L-Mesitran in vivo = VEGF = Vitamina D
m Transferéncia Direta
B
) ] AMH - Fragmento 1
60 d
c
b
50 a
£ 40
g
§ 30
[}
o
20
10
0
0 horas 48 horas 7 Dias
m Pds-Descongelacédo m Controlo u L-Mesitran 0,2% in vitro
= L-Mesitran in vivo u VEGF = Vitamina D

® Transferéncia Direta

129



Q)
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Figura 36- Comparacéo entre grupos/tempo, nos niveis de metilacdo: A) Gene VASN; B) Gene AMH (Fragmento 1);

C) Gene AMH (Fragmento 2).
a-i: indicam diferengas estatisticas (p< 0,05).
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