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Abordagem ao doente oncoldgico: de “primum sucurrere” a “primum non nocere”
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Resumo

Introducao

A investigacdo em oncologia tem proporcionado significativos avancos ao nivel do diagndstico
precoce e tratamento da doenca oncoldgica, contribuindo para um numero crescente de
sobreviventes de cancro em idade pré-pubere e reprodutiva. Por outro lado, as abordagens
terapéuticas podem ser toxicas para os oOrgaos reprodutivos e conduzir a infertilidade.
Adicionalmente, os efeitos causados pela insuficiéncia ovarica podem aumentar o risco de
osteoporose e doenca cardiaca, assim como causar sintomas da menopausa. A
Criopreservacao de Tecido Ovarico € uma técnica promissora, que pode ser proposta a
doentes em risco, uma vez que permite restaurar a funcdo endocrina ovarica e a capacidade

reprodutiva.

Objetivos
O objetivo principal desta dissertacdo é analisar as possiveis aplicacdes clinicas do tecido

ovarico criopreservado em doentes oncologicas.

Metodologia

Foi realizada uma ampla pesquisa bibliografica, com recurso a base de dados PubMed. Foram
usadas as seguintes palavras-chave: “ovarian tissue cryopreservation”, “cryopreservation of
ovarian tissue”, “fertility preservation” e “cancer”. Adicionalmente, foram consultados
comunicados, guidelines e pareceres de entidades de relevo na area. Apds a analise do

material recolhido, foi realizada uma revisao descritiva.

Resultados e Discussao

A criopreservacao de tecido ovarico € um método considerado ainda experimental pela
maioria das sociedades. E uma técnica que nao exige a existéncia de um dador de esperma
nem a realizacdo de estimulacdo ovarica, e é a Unica opcao disponivel para raparigas preé-
puberes e para casos em que nao se pode atrasar o inicio do tratamento. Atualmente, ja
foram notificadas mais de 130 gravidezes apds recurso ao método e em mais de 95% casos
ocorreu recuperacdao da funcao ovarica apos o transplante. Estima-se que a taxa de
nascimentos e gravidezes é cerca de 37,7%, sendo comparavel a outros métodos de
preservacdo da fertilidade. O facto de o tecido ovarico transplantado permitir restaurar a
funcdo endocrina ovarica tem evocado novas perspetivas de utilizacdo do tecido
criopreservado, nomeadamente a terapia hormonal de substituicdo baseada em tecido
celular, em detrimento da terapia hormonal de substituicdo farmacoldgica, e a possibilidade
de o método ser proposto para adiar a menopausa em mulheres saudaveis. Adicionalmente,
pode ser uma abordagem atrativa para induzir a puberdade em jovens pré-puberes, existindo,
ja, relato de dois casos de sucesso. No entanto, o procedimento levanta algumas

preocupacdoes e os principais desafios da técnica surgem sobretudo numa fase pos-
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transplante, nomeadamente o restabelecimento da vascularizacao e o risco de reimplantacao

de células malignas.

Concluséao

A Criopreservacao de Tecido Ovarico tem sido amplamente aplicada na preservacao da
fertilidade em doentes oncoldgicas, e mais recentemente, tem sido discutida como
alternativa para adiar a menopausa e induzir a puberdade. No entanto, é evidente a
necessidade de maior investigacao para otimizar e estandardizar protocolos na realizacao da
técnica; assim como, melhorar os métodos de pesquisa de células malignas e de

revascularizacao do tecido enxertado.

Palavras-chave

Criopreservacao de tecido ovarico; preservacao da fertilidade; cancro.
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Abstract

Introduction

Research in oncology has provided significant advances in the diagnosis and treatment of
oncological disease, which leads to an increasing number of cancer survivors in prepubertal
and reproductive age. While treatment approaches are improving, they may also lead to
infertility, as it can be harmful to germinative cells. In addition to fertility loss, effects
caused by ovarian failure can be responsible for increased risks of osteoporosis and heart
disease and induce menopausal symptoms. Ovarian Tissue Cryopreservation is a promising
technique that can be proposed to patients at risk, since it allows restoring ovarian endocrine

function and reproductive capacity.

Objectives

The main objective of this dissertation is to analyze the possible clinical applications of

cryopreserved ovarian tissue in cancer patients.

Methods

A wide bibliographic search was carried out, using the PubMed database. The following
keywords were used: “ovarian tissue cryopreservation”, “cryopreservation of ovarian tissue”,
“fertility preservation” and “cancer”. Additionally, communications, guidelines and
recommendations from relevant related societies were consulted. Afterwards, a descriptive

review was carried out.

Results and Discussion

Ovarian tissue cryopreservation is still considered an experimental technique by most
societies. It does not require a sperm donor or ovarian stimulation, and it is the only option
available to prepubertal girls and patients who do not have enough time to undergo another
fertility preservation method. Until today, the technique has enabled the birth of more than
130 healthy babies worldwide and the restoration of ovarian endocrine function in 95% of the
patients. The pregnancy and live birth rate is reported to be about 37,7%. As it allows to
restore the ovarian function, some possible new perspectives on the use of cryopreserved
tissue have been evoked, mainly the hormone replacement therapy based on cell tissue, at
the expense of pharmacological hormone replacement therapy, and the possibility of using it
to postpone menopause in healthy women. Additionally, cryopreservation of ovarian tissue
can also be a potential physiological approach to induce puberty in prepubertal girls. At this
date, two cases have been reported. Nevertheless, the procedure arouses some concerns and
the main challenges of the technique arise mainly in the post-transplant phase and include

the restoration of vascularization and the risk of malignant cells reimplantation.
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Conclusion

Ovarian Tissue Cryopreservation has been applied effectively to preserve fertility in cancer
patients and, more recently, it has been discussed as an alternative to postpone menopause
and induce puberty. However, further research to optimize and standardize cryopreservation
is necessary; as well as to improve methods of searching for malignant cells and

revascularizing the grafted tissue.

Keywords

Ovarian Tissue Cryopreservation; Fertility preservation; Cancer
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Capitulo 1. Introducao

1.1. Contextualizacao

A investigacao em oncologia tem proporcionado significativos avancos ao nivel do diagnodstico
precoce e tratamento da doenca oncoldgica, melhorando as taxas de remissao e conduzindo a
um aumento do nimero de sobreviventes de cancro em idade pré-pubere e reprodutiva.(1)
Esta nova realidade torna a qualidade de vida do sobrevivente um aspecto fulcral durante

todo o processo de tratamento e seguimento.

Os tratamentos oncologicos podem ser toxicos para os orgaos reprodutivos e conduzir a
Insuficiéncia Ovarica Prematura (IOP) e, subsequentemente, a infertilidade. O impacto do
tratamento oncologico na fertilidade depende da idade da doente ao diagnostico e do tipo de
tratamento, assim como da dose e duracdo do mesmo. E dificil prever quais serdo os casos
que vao culminar em IOP, no entanto, sabe-se que o risco é mais elevado com quimioterapia
baseada em agentes alquilantes, altas doses de irradiacao cranioespinhal capaz de lesar o
eixo hipotalamo-hipofise, e irradiacdo da area abdomino-pélvica, incluindo a irradiacao

corporal total.(2-5)

Os farmacos anti-neoplasicos podem reduzir o nimero de foliculos, conduzindo a IOP,
traduzida por uma amenorreia secundaria e, consequentemente, menopausa precoce.(6) No
caso de raparigas pré-puberes, ocorre uma amenorreia primaria. De acordo com o potencial
de gonadotoxicidade, esses farmacos sao classificados em baixo, intermédio e alto risco.(3)
No que diz respeito a radioterapia, pode ocorrer lesdo folicular, com elevado risco de
amenorreia prolongada, quando as areas abdominal e/ou pélvica sao expostas a uma dose de
radiacdo superior a 6 Gy em mulheres adultas, superior a 10 Gy em jovens pos-plUberes e
superior a 15 Gy em pré-puberes.(3) Uma vez que a reserva folicular diminui com a idade,
mulheres mais velhas tém maior risco de insuficiéncia ovarica permanente e mais precoce, e
doses progressivamente mais pequenas tendem a causar maior disfuncdo a medida que a
idade aumenta.(2,3,5-7)

A faléncia ovarica induzida pelo tratamento anti-neoplasico esta associada, nao sé ao risco de
infertilidade, como também a disrupcao enddcrina.(8) As doentes com IOP podem desenvolver
sintomas carateristicos da menopausa e estdao em maior risco de diminuicdo da densidade
mineral 6ssea, com subsequente desenvolvimento de osteoporose, desenvolvimento precoce
de doenca cardiovascular, disfuncao sexual, ganho de peso e diminuicao da qualidade de
vida.(9)

Os médicos que acompanham os doentes com diagnoéstico de cancro devem estar a par dos
efeitos adversos do tratamento na fertilidade e, caso a gonadotoxicidade seja inevitavel,

devem referencia-los a especialistas na area da preservacao da fertilidade.(5) Este é um
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assunto fundamental na gestao da qualidade de vida do doente com doenca oncoldgica e tem
vindo a ganhar relevancia entre as comunidades médica e cientifica.(8) As guidelines clinicas
da American Society of Clinical Oncology (ASCO) e da European Society for Medical Oncology
(ESMO) recomendam que os médicos devem discutir com os seus doentes as opcdes de
preservacao da fertilidade o mais brevemente possivel apds o estabelecimento do diagnostico
e, preferencialmente, antes do inicio do tratamento. Ainda assim, continua a ser um assunto

pouco abordado e discutido na pratica clinica. (10-12)

Os métodos mais amplamente usados na preservacdo da fertilidade em mulheres sao a
criopreservacao de embrides e oocitos. Tradicionalmente, ambos requeriam um periodo de 2
ou mais semanas de estimulacdo ovarica e dependiam da fase menstrual.(13) Atualmente,
existem protocolos que podem ser iniciados quer na fase folicular, quer na fase litea, o que
reduz o atraso no inicio do tratamento anti-neoplasico.(10,13) No caso de raparigas pré-
puberes, sem um eixo Hipotalamo-Hipéfise-Ovario (HHO) maduro e funcional, a estimulacao
ovarica nao pode fazer-se e, no caso de doentes com cancro da mama ou ginecoldgico
sensivel aos estrogénios e de doentes em risco de sindrome de hiperestimulacdo ovarica, a
técnica pode nao ser empregue pelos riscos que acarreta.(10,13-15) Por outro lado, a
criopreservacao de embrides nao é possivel em mulheres sem um parceiro homem, que nao
queiram usar esperma de dador ou que tenham objecdes religiosas e/ou éticas para o
congelamento de embrides.(10,14) Nestas doentes, caso exista tempo antes do inicio do
tratamento e a possibilidade de fazer estimulacdo ovarica, pode fazer-se criopreservacao de
oocitos, técnica que deixou de ser considerada experimental pela American Society of
Reproductive Medicine (ASRM) em 2012.(5)

Por sua vez, a criopreservacao de tecido ovarico (CTO) e o seu posterior transplante é uma
técnica alternativa promissora para doentes pré-pUberes e para doentes que ndo possam
passar por um processo de estimulacdo ovarica ou que nido possam adiar o inicio do
tratamento, uma vez que, o tecido pode ser recolhido durante um procedimento
laparoscopico, em qualquer momento, independentemente da fase do ciclo menstrual e da
idade da doente.(5,13,14) Tanto a ASRM como a ESMO consideram, ainda, que a CTO é uma
técnica experimental. Aquando da publicacdo do update das guidelines da ASCO também se
considerava a CTO experimental, no entanto, ressalva-se que com as evidéncias crescentes

este estatuto pode ser reconsiderado num futuro proximo.(5,10,11)

A CTO envolve a remocao da totalidade ou de “pedacos” do cortéx ovarico, antes do inicio do
tratamento anti-neoplasico. O tecido é criopreservado, descongelado e transplantado de novo
para a paciente, assim que esta esteja livre da doenca. O tecido pode ser transplantado de
forma ortotopica, para o seu local nativo ou para o ovario contralateral e atrofico, ou de
forma heterotopica para o tecido subcutaneo do antebraco ou da parede abdominal.(13) Em
alguns tipos de cancros, nomeadamente, leucemias, existe o risco de reintroduzir células

malignas com o transplante.(13)
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A CTO e a sua posterior reimplantacao podem ser uma alternativa nao sé para a preservacao
da fertilidade, como também para a restauracao da funcao endocrina, permitindo a producao
de hormonas enddgenas. Assim, pode ser potencialmente usada para a inducao da puberdade
em doentes pré-puberes, e para adiar o desenvolvimento dos efeitos deletérios de uma

menopausa precoce.(8,15,16)

1.2. Criopreservacao e transplante de tecido ovarico: a técnica

1.2.1. Métodos de criopreservacao: congelamento lento vs vitrificacao

Os foliculos primordiais sdo a unidade basica da fertilidade feminina e representam cerca de
90% da reserva folicular ovarica. Apesar de o tecido ovarico recolhido conter outros tipos de
foliculos, sao os primordiais que se tém em conta para a criopreservacao. Estes foliculos, mais
resistentes ao dano provocado pelo frio, localizam-se no cortex ovarico, perto da superficie
epitelial.(14) A recolha do tecido ovarico deve ser efetuada de forma cuidadosa para evitar o
minimo dano do tecido e a sua preparacao envolve a separacdo do cortex ovarico da medula,
o que facilita a penetracao de crioprotetores no tecido cortical e permite o restabelecimento
da perfusdao sanguinea e da atividade folicular apos o enxerto.(17) Podem aplicar-se
diferentes métodos de criopreservacdo. A técnica de congelamento lento tem sido a mais
usada e consiste na preservacao do tecido em nitrogénio liquido. A vitrificacdo € um método

alternativo, mas € mais usado na criopreservacdo de embrides.(14)

A criopreservacao € um processo que permite conservar células, tecidos e orgdos através da
diminuicao da temperatura com o objetivo de suspender o metabolismo celular. Apesar de
permitir o armazenamento durante um largo periodo de tempo, a diminuicdo e o posterior
aumento da temperatura no processo de congelamento e aquecimento podem provocar dano
nas células, uma vez que as expde a forcas térmicas, quimicas e mecanicas. O tipo de lesdo

pode variar de acordo com a técnica aplicada.(18)

A taxa de arrefecimento dita a extensdao de movimento da agua e a nucleacdo do gelo, com
uma alta velocidade de arrefecimento a atingir um grau menor de desidratacao/concentracao
de solutos do que velocidades menores. Assim, velocidades superiores sao mais benéficas para
células que tém tendéncia a desidratar rapidamente ou que sdao mais sensiveis a
concentracdes elevadas de soluto, enquanto velocidades de arrefecimento menores sao
convencionalmente aplicadas a odcitos. O gelo que se forma durante o congelamento tem
potencial para causar lesdo fisica e mecanica, uma vez que ocupa um volume maior que a
agua e que as dimensdes dos cristais de gelo se vao alterando durante os processos de
arrefecimento e aquecimento. O tecido ovarico contém varios tipos de células que diferem
naquele que seria o0 crioprotetor mais adequado e nas necessidades para

congelamento.(8,15,17,19)
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No método de congelamento lento, o tecido é congelado de forma lenta até cerca de -140 °C.
Apesar do potencial risco de formacao de cristais de gelo que podem lesar as células, nao se
tém verificado alteracdes significativas do tecido.(8,15) A adicdo de crioprotetores permite
proteger a célula do dano causado pela formacao de cristais e pela hipertonicidade do
processo. No entanto, crioprotetores permeaveis podem também provocar mudancas de
volume celular, que podem levar igualmente a dano celular. Além disso, os crioprotetores
podem ser toxicos. O ideal é otimizar a quantidade, de forma a evitar o dano celular pela
toxicidade e pelas variagcdes osmdticas, atingindo um nivel de permeabilidade suficiente para
evitar o dano causado pelo congelamento.(8) Os métodos de congelamento lento usam
concentracbes baixas de crioprotetores.(18) Os protocolos aplicados no método de
congelamento lento sao baseados no protocolo de Gosden et al.(20) Por outro lado, em alguns
paises foram criados programas nacionais centralizados em criobancos, com protolocos
proprios. O exemplo mais conhecido é o da FertiPROTEKT que inclui paises de lingua alema:
Alemanha, Suica e Austria.(21) Apesar de a técnica de congelamento lento ser eficaz,
consome tempo e recursos. Assim, torna-se necessario encontrar métodos alternativos como a

vitrificacao.(18)

A vitrificacdo consiste na solidificacdo instantanea da solucdo devido ao aumento da
viscosidade durante o arrefecimento com concentracoes de crioprotetores superiores as
usadas no congelamento lento.(15) E um método mais recente e com poucos resultados até ao
momento. Registam-se apenas 2 nascimentos apos uso de tecido ovarico criopreservado por
este método.(8) Consiste num processo de conversao de um liquido frio num sélido amorfo
semelhante ao vidro, evitando a formacéo de cristais de gelo. E empregue uma velocidade de
arrefecimento muito rapida com o uso de uma elevada concentracao de crioprotetores. Como
ja referido, estes, quando empregues em grande quantidade, tém efeitos toxicos nas
células.(8,15,18) De forma a evita-los, usa-se uma combinacdo de varios crioprotetores em
baixa concentracdo. Outro fator que influencia a vitrificacdo é o volume da amostra. O
controlo eficiente no equilibrio de crioprotetores, tendo em conta concentracdes, tempo de
exposicao e temperatura, é possivel apenas com a criopreservagao de um numero pequeno de
fragmentos de tecido ovarico.(18,19) Isto ocorre porque fragmentos grandes iriam exigir um
equilibrio mais longo para que a solucao de vitrificacdo penetrasse nas camadas mais internas
do tecido, enquanto as células da superficie seriam expostas a concentracées demasiado altas
de crioprotetores.(18) A vitrificacdo € um método é rapido (15-30 minutos) e facil mas, se as
taxas de arrefecimento nao forem suficientemente rapidas, pode ocorrer cristalizacao. No
entanto, acredita-se que a solucdo permanece inalterada durante o arrefecimento e
aquecimento, estrutural e quimicamente, ja que ndo se formam cristais de gelo.(18) Apesar
do crescente grau de popularidade, sobretudo ao nivel da preservacao de embrides, este

método é raramente usado para criopreservar tecido ovarico.(8)
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A vitrificacao parece oferecer meios rapidos, faceis e baratos de criopreservar tecido ovarico.
No entanto, ha ainda muito espaco para a investigacdo e melhoria dos protocolos que tém
sido empiricamente criados ou adaptados de protocolos para embrides ou odcitos.(18) De
facto, a maioria das gestacoes e nascimentos gerados a partir de tecido ovarico
criopreservado resultou do uso do método de congelamento lento.(15) E estudos comparativos
entre o método de congelamento lento e vitrificacdo mostram que o primeiro apresenta
vantagens em relacao ao segundo: maior preservacao folicular, maior taxa de proliferacao

folicular e angiogénese, e menor dano do DNA.(15,19)
1.2.2. Transplante de tecido ovarico

Na maioria dos casos, o objetivo principal da preservacao do tecido ovarico € a sua posterior
reimplantacdo na doente apo6s a remissdo da doenca, de modo a restabelecer o ciclo

foliculogénico e a producdo hormonal.(14)

0 transplante de tecido ovarico pode ser ortotdpico ou heterotopico.(8,13,14) O transplante
ortotdpico implica a colocacdo do enxerto de tecido cortical no local de origem (ovario), no
ovario contralateral ou perto do local natural com condicdo envolvente semelhante, e
portanto, na cavidade pélvica. No caso de inexisténcia dos dois ovarios, pode criar-se uma
bolsa peritoneal na cavidade pélvica, de forma faseada: inicialmente induz-se a angiogénese
e posteriormente faz-se o transplante de fragmentos de tecido ovarico.(17,22) Ja o
transplante heterotopico envolve a aplicacdo do tecido ovarico fora da sua localizacao
habitual, e portanto, ectopicamente, nomeadamente no antebraco, parede abdominal,
espaco subperitoneal ou parede toracica.(14) Na tabela 1, comparam-se as duas formas de

transplante.

A sobrevivéncia do enxerto tem sido relatada com sucesso em ambos os tipos de transplante.
No caso de um transplante ortotopico, existe a possibilidade de ocorrer uma gravidez por
concecao natural e espontanea, se as trompas de Falopio estiverem intactas. Ja o transplante
heterotopico requer a recolha de odcitos e a sua fertilizacdo in vitro. Praticamente todas as
gravidezes apds CTO ocorreram em doentes submetidas a transplante ortotopico, sugerindo a

sua superioridade na restauracao da fertilidade.(14,22)

A reimplantacao heterotopica tem a vantagem de nao requerer um procedimento invasivo e
de proporcionar um acesso facil ao enxerto, com facil monitorizacdo do desenvolvimento
folicular e colheita de odcitos, assim como facil detecao de recidiva oncologica. Além disso,
apresenta melhor custo-efetividade, caso o procedimento seja repetido mais do que uma vez.
No entanto, o desenvolvimento folicular pode ser afetado pelo ambiente envolvente, que

pode nado oferecer condicdes otimas. (3)
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Tabela 1 - Comparagao entre o transplante ortotopico e heterotdpico de tecido ovarico (traduzido e

adaptado de Ladanyi et al.(16)). FIV: fertilizacao in vitro.

Ortotopico Heterotopico
Localizacao Ovario remanescente ou Parede abdominal subcutanea,
contralateral, fossa ovarica antebraco, parede toracica
Possibilidade de concecao Sim Nao. Requere FIV
natural
Abordagem cirurgica Mais complexo. Invasivo Mais simples e menos invasivo
Vantagens Permite gravidez espontanea Procedimento mais facil
. . Possibilidade de repeticao do
Ambiente favoravel ao . ’
. : procedimento
desenvolvimento folicular L .
Monitorizacao folicular e
colheita de odcitos com maior
facilidade
Acesso mais facil para vigilancia
de potencial recorréncia de
malignidade
Possivel no caso de adesdes
pélvicas
Método preferido para
restauracao da funcao ovarica
(nao fertilidade)
Desvantagens Risco de reintroducao de células | Risco de reintroducao de células
malignas malignas
Risco de isquemia pos- Risco de isquemia pos-
transplante transplante
Requer FIV (para gravidez)
Ambiente menos favoravel para
o desenvolvimento folicular
Evidéncia de restauracéo da Existe. Funcado ovarica restaurada cerca de 4 meses apos o
funcdo endodcrina transplante. Tecido funcional durante tempo variavel, mas possivel
durante aproximadamente 7 anos
Nascimentos documentados Mais de 130 Sim. 2 nascimentos

No que diz respeito ao meio de abordagem para o acesso cirlirgico, a técnica laparoscopica é
a mais aceite e utilizada.(17) Mas técnicas como a cirurgia robdtica e a laparotomia também

podem ser utilizadas.(23)

0 intervalo médio de tempo até a restauracdo da funcao do tecido enxertado é cerca de 4
meses apos o transplante, pelo que, pode estar recomendada a reposicdo hormonal para
tentar baixar os niveis elevados de FSH, de modo a evitar a sobre-estimulacao do enxerto e

sua exaustao.(17)

0 sucesso do enxerto também depende largamente da extensao e da velocidade de perfusao
vascular. Geralmente, dado o tamanho dos fragmentos de tecido ovarico preservados, ndao ha

vasos sanguineos distinguiveis para posterior reanastomose na fase de transplante, pelo que
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ha exposicao a lesao isquémica durante a fase inicial, até que sejam totalmente
revascularizados. Dolmans et al. foi o primeiro grupo a mostrar que o periodo de hipoxia pode
durar até 5 a 7 dias.(24) Durante este periodo, a perda de foliculos pode superar os 60%,
levando a uma massiva ativacao folicular e, consequentemente, a sua exaustao. Desta forma,
a melhoria no processo de revascularizacdo € crucial para a sobrevivéncia folicular e,
consequentemente, para a eficiéncia do transplante. Nesse sentido, tém sido conduzidos
muitos estudos que sugerem abordagens que incluem o uso de fatores angiogénicos, anti-
apoptoticos e anti-oxidantes e o recurso a células estaminais derivadas de tecido
adiposo.(24,25) Outra técnica promissora consiste no transplante do ovario inteiro e inclui a
anastomose do pediculo vascular, no entanto, apresenta algumas limitacées, nomeadamente,
o risco de trombose intravascular e a possibilidade de ndao permitir a penetracao eficaz das
solucoes de criopreservacao e aquecimento. Shehata apresentou uma técnica inovadora, com
0 objetivo de superar estes problemas, que inclui a cateterizacdo do pediculo vascular e a

perfusdo do ovario ex vivo, e a qual deu o nome de modelo Shehata.(26)
1.2.3. Risco de reimplantacao de células malignas

Alguns tumores tém a capacidade de metastizar e invadir o ovario. Uma vez que, na maioria
das vezes, a recolha de tecido ovarico para criopreservar é feita antes de iniciar o tratamento
anti-neoplasico, o risco de reimplantacao de células malignas com o transplante do tecido

preservado é alvo de preocupacéo.(22,27)

Atualmente, nao existem métodos que detetem com grau de certeza a existéncia de células
malignas no tecido a transplantar. Ha varios métodos que tém sido aplicados (xenotransplante
em ratinhos imunodeprimidos, métodos bioldgicos moleculares e imunohistoquimicos) mas
nenhum é completamente efetivo.(28) Na maioria dos casos, cerca de um terco a metade do
tecido cortical ovarico preservado é transplantado, o que torna impossivel analisar todo o
tecido na pesquisa de células malignas. Além disso, os testes sao todos destrutivos e o tecido
analisado ndo é transplantado, pelo que os fragmentos que vao ser efetivamente

transplantados nao sao totalmente analisados. (29)

O risco de reintroducdao de células malignas parece ser superior em malignidades
hematoldgicas, como a leucemia, em comparacdao com tumores solidos, como a neoplasia da
mama.(29) Assim, consoante o tipo de cancro que a doente apresenta, a realizacao de
transplante de tecido ovarico pode apresentar maior ou menor grau de seguranca. Os tumores
sao normalmente classificados em risco baixo, moderado e alto de envolvimento
ovarico.(24,27)

A leucemia apresenta alto risco de recorréncia, uma vez que ha células malignas em
circulacdo. O uso de CTO com posterior reimplantacao é assunto de controvérsia nestes casos,

e &, muitas vezes, evitado. A analise do tecido com recurso a PCR identifica células malignas
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em 75% dos casos, e tem levado a adocao de uma abordagem restritiva no que diz respeito ao
transplante. No entanto, um resultado positivo na PCR nao indica necessariamente que
ocorrera reimplantacdo da malignidade e recorréncia da doenca.(16,30) Tem sido proposto
que a quimioterapia seja iniciada antes da colheita de tecido ovarico, de modo a reduzir o

risco de células malignas circulantes, sem comprometer excessivamente a fungao ovarica. (29)

Shapira et al. relataram o primeiro caso de um nascimento apés CTO seguida de auto-
transplante em sobrevivente de leucemia. Trata-se de uma jovem de 19 anos diagnhosticada
com leucemia mieldide aguda, que foi sujeita a ooforectomia, quando estava em remissao
completa da doenca e antes de iniciar terapia mieloablativa para posterior transplante de
medula ossea. Cerca de 11 anos depois, e depois de expresso o desejo de engravidar, o tecido
ovarico criopreservado foi sujeito a analise para pesquisa de células cancerosas, incluindo
microscopia, analise citogenética, sequenciacdo genodmica e o xenotransplante. A analise nao
encontrou células malignas, ainda assim, nao foi possivel excluir por completo a possibilidade
de existirem células leucémicas no tecido. A mulher, com 32 anos e em remissao total da
doenca, decidiu prosseguir e foi sujeita a reimplantacdao de fragmentos de tecido ovarico.
Mais tarde, dois odcitos foram aspirados, fertilizados e, de novo, transferidos, resultando
numa gravidez que culminou com o nascimento de um bebé saudavel. Shapira et al. revelam
ainda que, 28 meses depois do transplante, a mulher, livre da doenca, voltou a engravidar,

desta vez de forma espontanea.(30)

No caso do cancro da mama, podem existir micrometastases ovaricas, apesar de esta nao ser
uma localizacdo habitual. De facto, o desenvolvimento de um tumor ovarico apds o
diagnostico de cancro da mama, é mais provavelmente um tumor primario do ovario do que
uma metastase do cancro da mama. Rosendahl et al. referem que, numa amostra de 135
doentes com cancro da mama, a analise histologica do tecido ovarico ndo revelou evidéncia
de envolvimento maligno e, das 4 mulheres a quem foi transplantado o tecido, nenhuma
sofreu recidiva decorrente do enxerto. Estes resultados vém confirmar o baixo risco de

metastizacao ovarica por cancro da mama.(27)

Gellert et al. identificaram a ocorréncia de 9 recidivas num total de 230 transplantes de
tecido ovarico realizados em mulheres que tinham sido antes diagnosticadas com cancro e
que, entretanto, entraram em remissao. No entanto, nenhuma destas recorréncias pareceu
estar ligada a reimplantacao de tecido ovarico. Em dois desses casos, tratou-se de recidiva
local do cancro da mama. Outro caso foi de uma recidiva de Sarcoma de Ewing no hemitorax.
(28) Algumas mulheres foram sujeitas a segundo e terceiro transplantes, sendo que algumas
acabaram por reimplantar todo o tecido preservado, e a taxa de recidiva nao foi afetada.
Desta forma, e apesar da subnotificacdo de casos de recidiva, ndo parece haver evidéncia que

sugira que o método pode levar a reimplantacao de células malignas. (31)
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De uma forma geral, o transplante de tecido ovarico pode potencialmente conduzir a
reintroducao de células malignas. No entanto, na sua globalidade, o risco é baixo. Em casos
em que o risco de reimplantacdao de malignidade parece ser maior, como nas leucemias, é

fulcral a realizacao de um “follow-up” apertado.(27)

Nos casos em que se considera que o risco de reimplantacdo € alto, pode pensar-se em
abordagens alternativas, que se encontram ainda em estudo. Uma opcao consiste em isolar
foliculos primordiais e promover a sua maturacao in vitro. Outra opcao promissora € a criacao
de um ovario artificial. Os foliculos primordiais sao isolados e encapsulados numa matriz que

permite o seu desenvolvimento num ambiente semelhante ao ovarico. (24,29)
1.3. Indicacdes para a criopreservac¢ao de tecido ovarico

As indicacbes mais frequentes para CTO sdao as doencas malignas hematologicas,
nomeadamente o linfoma de Hodgkin e a leucemia, seguidas pelo cancro da mama. Além das
condicdes oncoldgicas, o0 método também pode ser oferecido em casos benignos e doencas
sistémicas em que haja risco de insuficiéncia ovarica permanente. Sao exemplos disso a

sindrome de Turner, a galactosemia e a endometriose. (24)

Desenvolvidos e estabelecidos numa discussao multidisciplinar em 1996, e revistos em 2000,
os critérios de selecao de Edinburgh (tabela 2) recomendam que o autotransplante de tecido
ovarico apds a sua criopreservacao deve ser oferecido a mulheres jovens, adolescentes e
meninas pré-puberes que vao ser submetidas a tratamentos gonadotoxicos, apenas nos casos
onde ha possibilidade realistica de sobrevivéncia de no minimo 5 anos, risco de perda de
fertilidade superior a 50%, baixo ou nenhum risco de reintroducdao de células malignas,
serologias negativas para doencas passiveis de transmissdo hematoldgica, e consentimento

informado assinado. (32,33)

Tabela 2 - Critérios de selecao de Edinburgh (adaptado de Wallace et al. (33))

Critérios de Edinburgh

¢ Idade <35 anos

e Sem quimioterapia ou radioterapia prévia se 215 anos (mas
quimioterapia ligeira nao-gonadotdxica é aceitavel se <15
anos)

e Sobrevida estimada > 5 anos

e Alto risco de insuficiéncia ovarica prematura (>50%)

e Consentimento informado

e Serologias negativas para HIV, sifilis e hepatite B

e Nao gravida
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Num estudo de coorte retrospetivo, Wallace et al. avaliaram o uso dos critérios de Edinburgh
para a CTO em meninas e jovens de idade inferior a 18 anos com cancro para determinar se a
técnica estaria a ser oferecida a quem apresenta maior risco de insuficiéncia ovarica
prematura. Concluiram que, apesar de os critérios estarem sobretudo validados para
mulheres adultas, podem ser aplicados em idades mais jovens, ja que conseguem identificar

de forma correta as raparigas em maior risco.(33)

A idade cronologica nem sempre corresponde a idade bioldgica, e a avaliacdo da reserva
ovarica é de extrema importancia. Esta pode ser feita mediante marcadores hormonais,
designadamente FSH, estradiol, inibina B, hormona anti-mulleriana (HAM), e marcadores
ecograficos como o volume ovarico médio e a contagem de foliculos antrais (CFA). As amplas
flutuacdes da FSH, inibina B e estradiol, e a variacdo de volume ovarico durante o ciclo
menstrual limitam a sua utilizacdo. Por sua vez, a HAM é uma hormona ciclo-independente e
nao sofre variacdes significativas. No que diz respeito a CFA, esta parece ser o melhor
indicador da reserva ovarica, com minimas variacoes durante o ciclo menstrual, no entanto, o
facto de ser uma medida subjetiva pode conduzir a viés consideravel. Assim, Paradisi et al.
recomendam a avaliacdo da HAM e a CFA na selecdo de possiveis candidatas a CTO.
Estabelecem que mulheres no percentil 25 (HAM 1,2-1,6ng/ml e CFA de 10 foliculos) tém
indicacdo para CTO. Entre o percentil 5 e 25 da HAM e CFA, a idade cronolégica é o fator
determinante e mulheres até aos 35 anos tém indicacdo para a técnica. Mulheres cujos
valores se encontrem no percentil 5 ou inferior (HAM 0,31-0,40 ng/mL e CFA de 5 foliculos)

devem ser excluidas, independentemente da idade. (34)

Uma vez que a CTO nado serve apenas para preservar a fertilidade, mas também para
restaurar o estado hormonal, novas possiveis indicacdes tém sido debatidas, nomeadamente a
inducdo da puberdade em meninas pré-piberes e o seu uso como terapia hormonal de
substituicao (THS) para protelar os sintomas e efeitos adversos negativos da menopausa

precoce causada pela insuficiéncia ovarica prematura. (35)
1.4. Objetivos

O objetivo principal desta dissertacdo é analisar as possiveis aplicacdes clinicas do tecido

ovarico criopreservado. Como objetivos especificos salientam-se:

e Contextualizar a técnica de CTO e definir quando pode ser uma opcao a considerar
em doentes oncologicas, tendo em conta a faixa etaria e a sua fase do
desenvolvimento;

e Avaliar a eficacia, as taxas de sucesso, as vantagens e desvantagens da CTO na

preservacao da fertilidade;

10
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Compreender a capacidade de restauracdo da funcdo hormonal, para além da
reprodutiva, e explorar os seus possiveis usos, nomeadamente, na inducdo da

puberdade em meninas pré-piberes e no atraso da menopausa em mulheres com
faléncia ovarica prematura.

11
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Capitulo 2. Metodologia

Foi realizada uma ampla pesquisa bibliografica, com recurso a base de dados PubMed. A
pesquisa foi efetuada de 9 de setembro de 2019 a 30 de novembro de 2019, e foram usadas as
seguintes palavras-chave: “ovarian tissue cryopreservation”, “cryopreservation of ovarian
tissue”, “fertility preservation” e “cancer”. Os artigos foram selecionados com base na
relevancia do conteldo, data de publicacdo (artigos publicados nos Gltimos 5 anos), idioma
(inglés e portugués) e tipo de artigo (revisdes, artigos cientificos originais, ensaios clinicos e

meta-analises).

Sempre que nos artigos selecionados fosse feita referéncia a outros artigos considerados
relevantes, esses foram também considerados. Adicionalmente, foram também consultadas
guidelines, comunicados e pareces da American Society of Clinical Oncology, American
Society of Reproductive Medicine, European Society of Medical Oncology e National

Comprehensive Cancer Network.

Apos a analise do material recolhido, foi efetuada uma revisao descritiva.

13
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Criopreservacao de tecido ovarico em mulheres adultas

3.1.1 Interesse para a preservacao da fertilidade

A quimioterapia e a radioterapia (ou uma combinacdo de ambas) sdo altamente toxicas para
as gonadas, colocando raparigas e mulheres em idade fértil em risco de insuficiéncia ovarica,
devido a deplecao folicular. Os agentes alquilantes como a ciclofosfamida sao especialmente

gonadotoxicos. (3)

A infertilidade associada ao tratamento oncoldgico pode estar associada a baixa auto-estima e
levar a stress psicossocial. Assim, devem ser feitos esforcos com o intuito de oferecer
oportunidades para preservar o potencial fértil das mulheres com cancro. Este assunto tem
vindo a ganhar relevancia a nivel mundial e muitas sociedades reconhecem a preservacao da
fertilidade como um assunto importante na qualidade de vida dos adultos sobreviventes de

doenca oncologica.(2,5,10,11)

A ASCO e a National Comprehensive Cancer Network (NCCN) defendem que as opcoes de
fertilidade devem ser discutidas com todas as doentes antes de iniciar os tratamentos e que,
caso seja necessario, os profissionais de salde devem iniciar a referenciacdo para centros
especializados na preservacao da fertilidade o mais rapidamente possivel.(2,10) No entanto, o
conhecimento dos médicos acerca das opcdes na preservacao da fertilidade e da sua eficacia

parece ser uma das barreiras na comunicacao e aconselhamento. (3)

Os tratamentos anti-neoplasicos diminuem a reserva de foliculos primordiais e podem causar
atrofia do ovario. A extensao do dano é altamente variavel entre mulheres e é dificil prever
qual sera o real impacto da terapéutica na fertilidade. Em alguns casos a mulher pode mesmo
tornar-se infértil, noutros pode ocorrer apenas dano parcial do ovario e pode haver resolucao
espontanea.(24) A probabilidade de uma mulher desenvolver insuficiéncia ovarica é
influenciada por muitos fatores, nomeadamente a reserva ovarica, a idade no momento do
tratamento, o tipo de terapéutica, as suas doses e a duracdo da exposicao. Assim, justifica-se
que o aconselhamento para a preservacao da fertilidade seja oferecido a quem faz
tratamento. Por outro lado, a reserva ovarica varia de mulher para mulher, e portanto, torna-

se fundamental que haja uma avaliacao e aconselhamento personalizados. (24)

As indicacbes para a preservacao da fertilidade nao se baseiam apenas em condicoes
oncologicas, principal foco desta revisao, mas também em condicdes ndao oncologicas ou

benignas, e ainda, em razoes pessoais. (24)
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3.1.1.1. Opcoes técnicas para a preservacao da fertilidade

As opcdes para a preservacao da fertilidade em mulheres tém em conta a idade, a presenca
de parceiro, o método de tratamento e a possibilidade, ou nao, de adiar o inicio do
tratamento (figura 1). Os métodos mais estabelecidos sao a criopreservacao de odcitos e

embrides, a transposicdo ovarica e a cirurgia ginecologica conservativa. (2,10)

Tanto a criopreservacao de oocitos, como a de embrides s6 podem ser propostas a pos-
puberes e requerem um periodo de aproximadamente duas semanas de estimulacao ovarica.
Assim, caso seja inadequado adiar o inicio do tratamento, é recomendado nao esperar por um
novo ciclo menstrual para iniciar o protocolo de estimulacdo classico. E deve iniciar-se um
protocolo de estimulacao “random” que pode ser feito em fase lUtea ou folicular e permite
ultrapassar o obstaculo do tempo.(3,24) Ainda assim, € um processo que leva tempo e que

pode ser comprometido caso seja urgente iniciar-se o tratamento oncologico.

A criopreservacdo de embrides é a técnica mais estudada e tem sido amplamente utilizada a
nivel mundial, sendo considerada a primeira linha. Estima-se que mais de meio milhdao de
bebés tenham sido concebidos com recurso ao uso de embrides criopreservados. Uma das
principais desvantagens deste método é a necessidade da existéncia de um parceiro, e caso

exista, a preservacao de embrides que so6 serao usados a longo prazo. (3)

A criopreservacdo de odcitos também tem vindo a ganhar terreno ao longo dos anos e foi
aceite como método estabelecido em 2013 nas guidelines da ASCO. E principalmente
adequada para mulheres que nao tém parceiro, que nao querem recorrer a dador de esperma,
ou que tenham objecoes éticas e/ou religiosas para o congelamento de embrides. (24) Com a
melhoria das técnicas de congelamento, nomeadamente com as técnicas de vitrificacdo, este
método tem obtido melhores resultados, estimando-se que a taxa de gravidezes clinicas se
situe em torno dos 55%.(3) Ainda assim, a ASRM estima que a taxa de gravidez/odcito se situe
entre os 4,5% e 12%, o que significa que, em média, sdao necessarios pelo menos dez odcitos

para gerar uma gravidez.(24)

A transposicao ovarica, ou ooforopexia, € uma técnica em que os ovarios sdo fixados
cirurgicamente numa zona mais longe do campo de irradiacdo, idealmente a mais de 3
centimetros do bordo superior do campo a irradiar. A técnica nao é muito eficaz porque nao
confere protecao para o tratamento quimioterapico e os ovarios podem migrar para o local de

origem.(10)

A CTO é um método considerado ainda experimental pela maioria das sociedades,
nomeadamente pela ASCO, ESMO e NCCN. No entanto, em paises como a Dinamarca, Israel e

Noruega ja € uma técnica aceite e estabelecida, sendo pratica corrente. (24)
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Figura 1 - A criopreservacado de tecido ovarico no contexto da preservacao da fertilidade. (29)

Entre as principais vantagens desta técnica esta o facto de nao precisar de um dador de
esperma nem de estimulacdo ovarica, duas das principais barreiras a criopreservacao de
embrides. A CTO ¢ a Unica opcao disponivel para raparigas pré-puberes e para casos em que
ndo se pode atrasar o inicio do tratamento. Ao contrario do que acontece com o
congelamento de odcitos ou embrides, a CTO permite preservar centenas de foliculos
primordiais numa so6 vez. E oferece a possibilidade de concecao quer in vivo, quer in vitro. No
entanto, o procedimento levanta algumas preocupacdes e os principais desafios da CTO sao
apos a reimplantacdo do tecido, nomeadamente o restabelecimento da vascularizacao, a

longevidade do tecido enxertado e o risco de reimplantacao de células malignas. (17,24)
3.1.1.2 Eficacia reprodutora da criopreservacao e reimplantacao de tecido ovarico

Apesar de a CTO ainda ser uma técnica considerada experimental, tem sido amplamente
colocada em pratica em alguns paises, tal como ja referido. No entanto, é dificil avaliar a
eficacia da técnica e recolher dados sobre o seu sucesso na maioria dos centros e redes
dedicados a sua pratica. Amorim et al. defendem que esta limitacdo se deve a trés fatores
em particular.(17) Em primeiro lugar, existe um longo intervalo de tempo entre a recolha do
tecido ovarico para criopreservacao e o seu transplante. E sabe-se que o nimero de recolhas
€ bastante superior aquele que ja foi efetivamente reimplantado.(28) Em segundo lugar, a
populacao em que se aplica a CTO é muito heterogénea, no que diz respeito a indicacao para

a realizacdo da técnica (oncoldgicas e ndo-oncologicas), a idade das mulheres, a sua reserva
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ovarica e as co-morbilidades que apresentam. De facto, acredita-se que a gravidez em
sobreviventes de cancro é mais dificil do que em mulheres saudaveis da mesma idade,
devendo ser considerada como tendo alto risco obstétrico.(28) De igual forma, nao existe
consenso nos protocolos especificos de CTO e de transplante, o que faz das técnicas
igualmente heterogéneas. Por Gltimo, e muito provavelmente em consequéncia dos pontos
supracitados, nao ha relatos das taxas de sucesso em muitos centros, nem registo mundial dos

transplantes efetuados.(17)

Efetivamente, sdo varios os fatores que impossibilitam o acesso ao calculo da verdadeira taxa
de eficacia. Algumas mulheres s6 querem sentir-se mulheres jovens normais e evitar sintomas
da menopausa. Outras, no decurso do tratamento oncologico, podem ter sido
histerectomizadas e, na impossibilidade de uma concecao natural, podem recorrer a barrigas
de aluguer (algo nao permitido em Portugal). Por outro lado, em mulheres que apresentem
funcao ovarica residual apos o insulto gonadotdxico, é dificil saber se a gravidez, caso tenha

sido espontanea, se originou de foliculos enddgenos ou pelo tecido transplantado. (28)

A funcdo ovarica apo6s reimplantacdo de tecido ovarico pode ser avaliada pelo
desenvolvimento folicular, pela recorréncia da menstruacao e, principalmente, pelas

gravidezes conseguidas com sucesso.(17)

Em 2004, Donnez et al. relataram o primeiro nascimento apés CTO. Uma mulher de 25 anos
foi diagnosticada com linfoma de Hodgkin em estadio IV, em 1997. Antes de iniciar o
tratamento com quimioterapia, foram colhidas cinco amostras de tecido ovarico para
criopreservar. Pouco tempo depois de iniciar a quimioterapia, a doente tornou-se
amenorreica e, mais tarde, iniciou THS farmacologica. Quase quatro anos depois, esta foi
interrompida devido ao desejo de engravidar expresso pela mulher, agora em remissao da
doenca. O tecido ovarico foi reimplantado e, cinco meses depois, os ciclos menstruais, a
ecografia vaginal e as concentragées hormonais sugeriam a restauracdo de ciclos ovulatorios
regulares. Cerca de onze meses depois do transplante, os niveis de gonadotrofina coridnica
humana e a ecografia endovaginal confirmaram a existéncia de uma gravidez intra-uterina, a

qual culminou com o nascimento de uma bebé saudavel. (36)

Gellert et al. analisaram todas as publicacbes a nivel mundial com peer-review sobre
mulheres que foram sujeitas a transplante de tecido ovarico apos CTO até 2017, incluindo os
resultados mais recentes do estudo de coorte dinamarqués, com o objetivo de avaliar a
atividade global da CTO e do transplante, no que diz respeito a idade, diagnostico, resultados
no ambito da fertilidade e eventuais efeitos adversos.(31) O grupo de trabalho constatou que
aproximadamente 95% das mulheres apresentou restauracao da funcdo endocrina, com
intervalo médio entre a realizacao do transplante e o retorno da funcao folicular a situar-se
em torno dos 4 meses. Foram feitos mais de 360 transplantes em 318 mulheres, em, pelo

menos, 21 paises. E estima-se que este numero seja superior, dada a elevada taxa de
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subnotificacdo. A maioria dos transplantes foram ortotopicos e 170 das mulheres
transplantadas queriam restaurar a fertilidade, com o intuito de engravidar. Destas, 95
engravidaram perfazendo um total de 131 gravidezes, da qual resultaram 87 nascimentos (e
um total de 93 criancas, dado que 6 gravidezes eram gemelares). Cerca de metade das
gravidezes foram atingidas de forma espontanea, e aproximadamente 84% dessas mulheres
estavam na menopausa antes do transplante e da concecao. De acordo com os dados
disponiveis da maioria destes nascimentos, ndo se verificaram alteracdes no peso a nascenca
nem da idade gestacional, comparativamente com gravidezes normais. Apenas uma das
criancas nasceu com uma anormalidade cromossomica, no entanto, tratava-se de um caso
com disposicao familiar. Assim, a CTO e o seu transplante nao parecem afetar o bem-estar
geral das criancas de nascem apds recurso a este método.(31) Sabe-se que o risco de

anomalias fetais € semelhante ao da populacao geral e ronda os 1-2%. (37)

Ha relatos de trés casos de mulheres que se encontravam na menopausa antes do transplante
de tecido ovarico e que tiveram trés bebés saudaveis em trés gravidezes consecutivas, cada
uma. Na Bélgica, uma mulher foi sujeita a CTO quando tinha 17 anos, devido a um tumor da
neuroectoderme, e teve trés gestacdes apds um Unico transplante ortotopico de tecido
ovarico.(22) Em Israel, uma mulher de 24 anos engravidou quatro vezes apos transplante
ortotdpico, no entanto, duas gravidezes foram mediante fertilizacdo in vitro, tendo uma
terminado em aborto.(38) O terceiro caso aconteceu na Dinamarca, onde uma mulher fez CTO
aos 27 anos apos ser diagnosticada com Sarcoma de Ewing, tendo feito posteriormente
reimplantacdo de seis pecas de tecido ovarico. Teve trés gravidezes, e o Ultimo filho nasceu

quase seis anos apos o transplante. (39)

Em Portugal, ha um caso de CTO relatado na literatura, que teve lugar no Hospital de Sao
Jodo, no Porto. Tratou-se de um caso cuja indicacao para a pratica da técnica foi inesperada
e que foi realizado em condicdes extremas. Em 2004, uma mulher de 18 anos, previamente
saudavel, iniciou um quadro de dor pélvica aguda. Apos realizacdo de ecografia, foi
identificada uma massa heterogénea de 82mm com carateristicas solidas e com zonas
quisticas no ovario esquerdo. A paciente foi submetida a cirurgia para ooforectomia e
salpingectomia esquerdas e, na inspecao da cavidade pélvica, verificou-se a auséncia de
ovario direito e a presenca de um Utero de pequenas dimensdes. No exame extemporaneo da
peca excisada, foram identificados dois quistos. De forma a preservar a fertilidade, a equipa
decidiu criopreservar uma parte intacta do parénquima do ovario excisado. Apds a cirurgia, a
doente entrou em estado menopausico, com sintomas vasomotores e amenorreia. Em 2015,
apos pouco mais de 10 anos, e depois de manifestado o desejo de engravidar, a mulher fez
transplante do tecido ovarico para duas localizacoes ortotopicas: regiao do ligamento largo
esquerdo e fossa ovarica esquerda. Nos meses seguintes, teve ciclos menstruais regulares e os
sintomas vasomotores desapareceram. Dada a impossibilidade de concecdao natural, foi

sujeita a ciclos de estimulacao ovarica, com recolha de odcitos e criopreservacao de embrides
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resultantes.(40) Um outro caso é relatado na imprensa portuguesa. Tratou-se de uma mulher
de 28 anos, a quem foi diagnosticado um linfoma, e feita recolha de tecido ovarico para
criopreservar. Seis anos depois, esse tecido foi transplantado e a funcdo ovarica foi

restaurada. (41)
3.1.2 Eficacia hormonal da reimplantacao de tecido ovarico

Apesar de a indicacao mais comum para a CTO ser a preservacao da fertilidade em raparigas e
mulheres com diagnostico oncoldgico ou outras condicdes que ameacam a reserva ovarica, o
facto de o tecido ovarico transplantado permitir restaurar a funcao hormonal e de a técnica
permitir obter oodcitos imaturos, tem evocado novas perspetivas de utilizacdo do tecido
criopreservado. Entre elas, encontram-se a THS baseada em tecido celular, em detrimento da
THS farmacoldgica, e a possibilidade de o método ser proposto para adiar a menopausa em

mulheres saudaveis.(17,35,42)

Ha alguns séculos, era muito pouco provavel a mulher viver tempo suficiente para
experienciar a menopausa. Atualmente, o envelhecimento da populacao em conjunto com o
aumento da esperanca média de vida faz com que as mulheres vivam, em média, quase
metade da vida num estado pds-menopausa.(17) Em combinacdo com o aumento da
populacdo sobrevivente de cancro que experiencia insuficiéncia ovarica, estes
desenvolvimentos a nivel social exigem estratégias preventivas para aliviar e diminuir as

consequéncias a curto e a longo prazo do défice de funcdo ovarica. (35)

A menopausa pode afetar o bem-estar da mulher, e o hipo-estrogenismo decorrente pode
conduzir a diversas condicoes patologicas como a diminuicdo da densidade mineral dssea e
osteoporose, sintomas vasomotores, depressdo, incontinéncia urinaria, disfuncao sexual,

declinio cognitivo, aumento do risco cardiovascular, entre outras.(9)

0 uso de THS farmacologica é amplamente aceite para aligeirar os riscos a longo prazo da
menopausa e aliviar os sintomas, no entanto, nao é isenta de riscos. Em 1992, o American
College of Physicians recomendou o seu uso para prevenir a doenca coronaria.(43) No
entanto, em 2002, a sua utilizacdo caiu significativamente ap6s a divulgacao de resultados de
ensaios clinicos randomizados da Women ‘s Health Iniciative (WHI), que sugeriam um aumento
do risco de neoplasia da mama com o uso de THS farmacologica.(44) Estudos posteriores
mostraram que os resultados da WHI foram erradamente extrapolados de mulheres numa fase
avancada da menopausa (idade superior a 60 anos) para mulheres mais jovens num estado
inicial da menopausa (entre os 50 e os 59 anos). Nesta idade, a THS farmacologica apresenta
beneficios na prevencao de doencas crénicas como a doenca coronaria, quando iniciada nos
primeiros anos da menopausa. De facto, o momento em que se inicia a THS é crucial,
sobretudo no que diz respeito aos beneficios sobre a doenca coronaria, o declinio cognitivo e

a deméncia.(45,46) Por outro lado, para além do momento em que se inicia, a sua dose e a
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frequéncia da toma devem ser também otimizadas, para que a THS com estrogénios ou

combinada (estrogénios e progesterona) compense de forma efetiva o défice hormonal.(35)

Atualmente, sabe-se que a terapia baseada em estrogénios esta associada a um alivio
sintomatico consideravel, melhoria na qualidade de vida, com reducao da incidéncia de
osteoporose, e € uma medida custo-efetiva com um perfil de seguranca e elevado beneficio
em mulheres com idade inferior a 60 anos.(35,47) Ainda assim, a THS continua a ter riscos
associados, nomeadamente o risco tromboembolico, pelo que cada caso deve ser avaliado de

forma individual. (48)
3.1.2.1 O uso de tecido ovarico criopreservado como THS enddgena

A CTO pode ser usada como método alternativo & THS farmacoldgica. E uma opcao fisioldgica
para fornecer niveis de hormonas femininas, promovendo o bem-estar e a qualidade de vida
da mulher, constituindo, assim, uma técnica de THS baseada na producdo endodgena de
hormonas. Durante a fase folicular, mais de 90% do estradiol é produzido por um Unico
foliculo pré-ovulatorio, que posteriormente, na fase lutea, se transforma no corpo luteo
secretor de progesterona. A grande maioria os foliculos “em repouso” encontram-se na regiao
cortical e os foliculos nos varios estadios do desenvolvimento estdo na regido medular mais
interna do ovario. Assim, a arquitetura do ovario permite que, ao isolar a regiao cortical, que
contém cerca de 90% da reserva folicular, se preserve a funcao do 6rgao sem ter que o

congelar na sua totalidade. (35,47)

Como referido anteriormente, aproximadamente 95% das mulheres recupera a funcao
endodcrina ovarica, verificando-se uma elevacao da concentracdo de estradiol e diminuicdo
das concentracdes de FSH e LH cerca de quatro a cinco meses apos o transplante de tecido

ovarico criopreservado.(28,31)

A possibilidade de usar tecido ovarico criopreservado para restaurar a funcao hormonal
ovarica em casos de menopausa induzida e iatrogénica, tem levantado a possibilidade de o

usar para a menopausa que ocorre de forma natural em mulheres saudaveis. (42,47,49)
3.1.2.1.1 Duragéo da atividade ovdrica apos o transplante

A longevidade do tecido ovarico, apos o transplante, é variavel, mas algumas mulheres tém
mantido a funcdo ovarica durante varios anos.(28) Donnez et al. e Andersen et al.
demonstraram que a atividade ovarica pode persistir cerca de 6 a 7 anos, e, se o transplante

for repetido, pode durar até 12 anos. (47,50)

Efetivamente, a duracdo da funcao enddcrina varia amplamente entre pacientes e nao é

possivel prever com rigor qual sera a sua duracao.(31,42) Acredita-se que dependa de varios
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fatores, nomeadamente, a idade da mulher e a reserva ovarica no momento da CTO, histodria
de tratamento gonadotoxico prévio, técnicas de preparacdo do tecido, protocolos de
congelamento, volume do tecido enxertado, técnicas de transplante, grau de isquemia pos-
transplante e a densidade folicular no tecido reimplantado.(3,42) Todas estas variaveis sao
dificeis de avaliar e classificar. Por exemplo, mulheres da mesma idade podem ter ovarios
com volumes diferentes, o que condicionara o nimero de fragmentos corticais removidos,
criopreservados e transplantados, e consequentemente, o nimero de foliculos. (31) Por outro
lado, nem toda a zona cortical do ovario tera igual densidade folicular entre si, e é dificil

prever qual o nimero de foliculos efetivamente transplantados em cada peca. (28)

Caso a quantidade de tecido ovarico criopreservado seja suficiente, podem fazer-se repetidos
transplantes, com o objetivo de aumentar a longevidade do tecido, e alargando o tempo de

atividade endocrina ovarica em mais de uma década. (35)

3.1.2.1.2 Transplante heterotdpico para restaurar exclusivamente a funcdo enddcrina

Em casos de mulheres cujo desejo seja apenas o de restaurar a funcdo endocrina, e nao a
fertilidade, o transplante heterotopico é uma boa opcdo por varias razdes: requer cirurgia
menos invasiva e reduz a necessidade de anestesia geral, permite que o processo seja
repetido com maior facilidade, previne a ocorréncia de gravidezes numa idade tardia, pode
ser realizado em caso de aderéncias pélvicas e oferece melhor acesso para monitorizar o risco
de recorréncia maligna.(35,47) No entanto, a principal desvantagem deste tipo de transplante
esta relacionada com fatores ambientais locais, ja que a vascularizacdo, temperatura,
pressdo local, fatores paracrinos podem nao ser 6timos e influenciar a funcionalidade do
tecido reimplantado.(51) Além disso, pode ser um local em que ocorre dor ciclica e

desconforto no momento do desenvolvimento folicular. (42)

3.1.2.1.3 A THS baseada na CTO é superior a THS farmacolégica? Os obstdculos, as duvidas.

Os ovarios produzem hormonas estrogénicas, progestagénicas e androgénicas, que sao
libertadas de forma pulsatil. Apesar de ainda nao existir evidéncia cientifica que o sustente,
acredita-se que o tecido ovarico transplantado produza o mesmo espetro de hormonas de
forma pulsatil, constituindo, assim, uma fonte de hormonas enddgenas, secretadas em

concentracgdes fisiologicas, de forma ciclica. (49)

Sabe-se que a menopausa tardia esta associada a diminuicao do risco de doenca coronaria e
da mortalidade cardiovascular, mas a um aumento do risco de neoplasia da mama. O que
ainda nao se sabe é se é mais benéfico manter perfil hormonal mais fisioldgico ou usar uma
combinacao fixa de uma ou duas hormonas.(49) A producdo de androgénios pelo tecido
ovarico pode ser vantajosa em relacdo a THS farmacologica, uma vez que pode melhorar a

funcao sexual da mulher, aliviar a sindrome genitourinaria da menopausa e melhorar a
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libido.(42,52) No entanto, ainda é preciso demonstrar que é a THS com tecido ovarico é

benéfica, ou pelo menos, nado inferior a THS farmacologica. (53)

A THS baseada na CTO levanta algumas duvidas e gera incertezas sobre alguns potenciais
riscos associados. Em primeiro lugar, surge a possibilidade de producdo erratica ou
insuficiente de hormonas e o facto de a longevidade do tecido enxertado ser variavel e
imprevisivel. Para que a THS tecidular compensasse, o tecido deveria estar ativo pelo menos
cinco anos, com desenvolvimento folicular continuo para evitar fases de baixos estrogénios,

que condicionariam a existéncia de sintomas tipicos da menopausa. (49)

Outra questao que se coloca prende-se com a seguranca hormonal e a protecao do
endométrio com a producdo adequada de progesterona. Acredita-se que, mesmo com
transplante heterotdpico, o nivel de progesterona é suficiente para a fase do endométrio
secretor.(47) Em mulheres histerectomizadas, a THS farmacoldgica isolada com estrogénios
seria a opcao preferivel, ja que permite reduzir o risco de neoplasia da mama que a adicédo da

progesterona acarreta.(42,49)

A THS baseada na CTO requer no minimo duas intervengdes cirlirgicas e exige o
armazenamento do tecido a longo prazo. A cirurgia ndo so6 é mais cara como acresce de riscos
cirargicos. E se, por algum motivo, fosse necessario interromper a producao hormonal, isso s6
seria possivel com o recurso a nova cirurgia. Além disso, a THS tecidular pode exigir a toma

simultanea de THS farmacoldgica numa fase inicial.(49)

As razoes supracitadas levam autores, como Wolff et al., a nao considerar a CTO como uma
alternativa adequada para atrasar a menopausa, caraterizando-a como dubia do ponto vista
endocrinoloégico. Ainda assim, € considerada uma opcao interessante, que deve ser avaliada
individualmente, caso, além de ter como objetivo Unico adiar o inicio da menopausa, seja
usada e posta em pratica para simultaneamente preservar a fertilidade, ou permitir gerar

uma gravidez numa fase mais tardia da vida da mulher.(49)

Kristensen et al. consideram que a THS baseada em tecido ovarico tem potencial para ser
usada para adiar a menopausa, quer seja natural ou induzida, constituindo uma estratégia
preventiva que pode aumentar a qualidade de vida das mulheres. Mas realcam que, apesar de
ser tecnicamente possivel, ainda falta evidéncia cientifica que prove a superioridade nos

niveis hormonais fisiologicos em relacao a THS farmacoldgica. (35)

3.2. Criopreservacao de tecido ovarico em adolescentes

3.2.1 O cancro em adolescentes

Os adolescentes com cancro devem ser reconhecidos como um grupo etario distinto, que tem

necessidades médicas e psicossociais Unicas.(2) Para efeitos sobretudo estatisticos, sao
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habitualmente considerados adolescentes os que iniciam um quadro oncolédgico entre os 15 e
os 19 anos.(54) E o grupo mais heterogéneo de adolescentes e adultos jovens, os com idades

entre os 15 e os 39 anos.(2)

Nos ultimos anos, apesar de os avancos no tratamento oncolédgico terem melhorado as taxas
de sobrevivéncia em criancas e adultos mais velhos, essa melhoria ndo se aplica a
adolescentes e aos adultos mais jovens. A taxa de sobrevivéncia em adolescentes é
semelhante a encontrada em criancas, mas em termos de evolucdo tem-se mantido
constante. Uma das principais razoes prende-se com a baixa taxa de participacao desta faixa
etaria em ensaios clinicos. Além disso, fatores como a menor adesdo, a intolerancia ao
tratamento e o atraso no diagndstico tém contribuido para resultados menos bons neste
grupo.(2) Estima-se que a sobrevida global a cinco anos das adolescentes do sexo feminino

com cancro seja de 90%.(54)

O espetro de tipos de cancro mais prevalentes em adolescentes difere do que afeta mais
criancas e adultos mais velhos. Cerca de 95% dos cancros neste grupo etario sao linfomas,
melanoma, cancro testicular, cancro do trato genital feminino, cancro da tirdide, sarcomas
do tecido mole e cancro ésseo, leucemias, tumores do Sistema Nervoso Central (SNC), cancro

da mama e tumores de células germinativas. (2)

A qualidade do cuidado prestado a jovens com cancro esta intimamente ligado ao tempo que
leva a ser feito o diagnostico e a ser iniciado o tratamento, a adesao ao tratamento, e ao
acompanhamento por uma equipa multidisciplinar que saiba gerir as questdes especificas do

desenvolvimento e das suas necessidades psicossociais.(2,12)
3.2.2 Preservacao da fertilidade

As guidelines para a pratica clinica em oncologia da NCCN consideram a preservacao da
fertilidade como um elemento essencial na abordagem ao adolescente com cancro. No
entanto, € um dos temas menos abordados com os doentes. (2) Quinn et al., apds a revisao de
cerca de 230 registos médicos de adolescentes e adultos jovens com cancro da mama ou
testiculo, leucemia, linfoma e sarcoma, relataram que o risco de infertilidade foi apenas
discutido em 26% dos casos e que apenas em 24% se discutiram as opcoes de preservacao da
fertilidade disponiveis.(55) Entre as varias razoes para a auséncia de abordagem encontram-
se o constrangimento de tempo, a preocupacdao com o atraso no tratamento, o medo do
impacto psicologico que pode criar no doente e mesmo o desconhecimento das opcdes e

técnicas de preservacao de fertilidade disponiveis. (12)

Ao contrario do que acontece, por exemplo, com a abordagem e avaliacdo geriatrica do idoso
com cancro, envolvendo a compreensao das necessidades funcionais destes doentes, nao

existem grandes dados baseados na evidéncia de como devera ser a abordagem ao
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adolescente com cancro.(2) De facto, as conversas com adolescentes podem ser mais
complicadas pela natureza sensivel do assunto da fertilidade e sexualidade, e pela

complexidade de incluir os pais na discussao do tema.(12)

A abordagem deve ser apropriada a idade, com sensibilidade para a natureza potencialmente
embaracosa do tdpico para alguns adolescentes. Estes variam imenso entre si no que diz
respeito ao conhecimento e experiéncia relacionados com a sexualidade e fertilidade, e sao,
na maioria das vezes, acompanhados pelos pais. O profissional de salide que aborda o assunto
deve sentir-se confortavel para discutir o assunto e deve maximizar o conforto dos
adolescentes e garantir-lhes que a preservacao da fertilidade é um tema abordado com todos

os recém-diagnosticados. (2,12)

Existem varias opcoes para a preservacao da fertilidade em raparigas adolescentes e pos-
puberes, e o médico deve ter o conhecimento suficiente para as propor, sabendo explicar as

vantagens e desvantagens de cada método.(12)

A ooforopexia e a criopreservacao de embrides apos a fertilizacdo in vitro sdo duas opcoes
possiveis. A ooforopexia deve ser proposta sempre que esteja programado o tratamento com
radioterapia e o campo de irradiacdo inclua o ovario. No entanto, como ja referido
anteriormente, ndo protege dos efeitos da quimioterapia. Ja a criopreservacao de embrides
sO é possivel com a existéncia de um parceiro, o que € pouco provavel nestas idades, ou, a
existir, é pouco provavel que a decisao passe por incluir o companheiro, dada a imaturidade
propria da idade e o facto de ser uma decisao com efeitos a longo prazo.(2) Uma alternativa é
a criopreservacao de odcitos maduros, uma vez que ndo requer a existéncia de um parceiro.
No entanto, na discussdao sobre este método, as jovens devem ser avisadas que o processo
requer a realizacao de ecografias endovaginais e a colheita de oocitos através da vagina, o

que pode ser doloroso e desconfortavel, particularmente nestas idades.(12)

A CTO é uma opcao atrativa e promissora para preservar a fertilidade em adolescentes. O
facto de a técnica ndo requerer estimulacdo ovarica, e portanto, evitar o atraso no inicio do
tratamento, e sobretudo por nao exigir a existéncia de um parceiro, tornam a CTO uma
alternativa atrativa. Além disso, apresenta outras vantagens: permite restaurar a funcdo
ovarica, o que pode ser particularmente interessante nestas idades, ja que os tratamentos
podem causar insuficiéncia ovarica e menopausa numa idade muito precoce; permite adiar as
decisoes sobre a parentalidade (ao contrario da preservacao de embrides); e nao exige a
realizacdo de ecografias endovaginais em idades jovens (ao contrario da preservacao de
o6citos).(2,3)
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3.2.3 THS farmacoldgica vs THS endogena

As jovens que sobreviveram ao cancro e que desenvolveram insuficiéncia ovarica sao
suscetiveis de sofrer de distUrbios mentais, nomeadamente stress pds-traumatico, ansiedade
e depressdo.(48) Ao impacto psicoldgico junta-se a repercussao organica, como a ocorréncia
de sintomas vasomotores, distirbio do sono, reducao da densidade mineral 6ssea, doenca
cardiovascular e declinio cognitivo.(9) Varias destas condices podem ser melhoradas e

prevenidas com a reposicao hormonal.

Como ja discutido anteriormente, a THS farmacologica é amplamente aceite como o pilar do
tratamento da insuficiéncia ovarica prematura, pelo menos até a idade média da menopausa
natural. No entanto, o seu uso é controverso e ha que pesar os riscos e beneficios. Apesar de
estes riscos ja terem sido extensamente estudados em mulheres com idade igual ou superior a
50 anos, nao existem dados acerca da seguranca a longo prazo do uso de THS farmacologica
em sobreviventes de cancro jovens. Tendo em conta cada caso em particular, deve ser
avaliado o risco do uso de hormonas exogenas, pesquisando historia familiar de cancro da
mama (sobretudo mutacdes BRCA1/2), trombose venosa profunda e Fator V de Leiden e os

antecedentes pessoais oncologicos. (35)

Sabe-se que sobreviventes de cancro tém um risco maior de cancro da mama, doenca
cardiaca e tromboembolismo, em comparacdo com a populacao geral. No caso de um linfoma
de Hodgkin, por exemplo, as sobreviventes tém um risco elevado de cancro da mama, doenca
cardiaca e acidente vascular cerebral.(48) Estes riscos individuais devem ser tidos em conta e
pesados com o beneficio eventual da THS. As morbilidades associadas a auséncia de
tratamento com hormonas exogenas podem ser significativas, mas os riscos de aumento de
mortalidade ndo se podem ignorar. Além disso, € imperativo que também a funcao ovarica
seja cuidadosamente avaliada antes de iniciar terapia hormonal. E caso se suspeite que a

amenorreia possa ser transitoria, o seu uso deve mesmo ser evitado. (35,48)

Por outro lado, sabe-se que a THS com estrogénios isolados ou em combinacdo com
progesterona resulta, muitas vezes, em concentracdes hormonais séricas superiores as da
funcao normal dos ovarios, por nao atuar de forma integrada com o eixo HHO.(35) A dose, a

frequéncia e o momento da toma devem ser sempre otimizados. (46)

0 uso de tecido ovarico criopreservado com a finalidade de THS parece ser uma alternativa
promissora, pela libertacdo de hormonas de uma forma mais fisiologica e pela capacidade de
restaurar a funcionalidade do eixo HHO. Além de levar a cessacao dos sintomas menopausicos
e restaurar os ciclos menstruais, permite que as raparigas se sintam “normais”, numa fase da
vida que é particularmente problematica.(35,48) Trata-se de um periodo critico em termos
emocionais e sociais que, além do desenvolvimento inerente a adolescéncia, tem a agravante

do processo oncoldgico e das alteracdes que este condiciona na vida das doentes. Assim,
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acredita-se que a THS com tecido ovarico possa ser benéfica quer fisicamente, quer
psicologicamente, por permitir que a adolescente em faléncia ovarica decorrente do processo
oncoldgico possa experienciar a fase da vida como outra adolescente da mesma idade, com

um nivel fisiologico hormonal equivalente.(35)

Ainda assim, tal como acontece na populacdao de mulheres mais velhas, e apesar das
potenciais vantagens, continua a usar-se a THS farmacoldgica, ja que é mais barata, simples,
e pode iniciar-se imediatamente sem requer procedimentos cir(rgicos. Além disso, a
superioridade tedrica do nivel de hormonas endogenas em relacao ao uso farmacoldgico ainda

nao foi provada clinicamente.(35)

3.3 Criopreservacao de tecido ovarico na pré-puberdade

3.3.1. O cancro nestas idades - contextualizacao

0 cancro infantil é a segunda causa de morte em criancas com idade inferior a 15 anos, sendo

apenas ultrapassado pelos acidentes. E, assim, a primeira causa de morte por doenca. (56,57)

O relatorio da International Agency for Research on Cancer indica que sao diagnosticados, em
todo o mundo, cerca de 215 000 novos casos de cancro em criancas com idade inferior a 15
anos por ano.(58) Felizmente, as taxas de sobrevivéncia tém melhorado bastante nos Gltimos

50 anos e estima-se que atualmente sejam ja superiores a 80%.(37,56,57)

Os tipos de cancro mais prevalentes nesta populacao diferem da populacao adulta, e se para
a Ultima existem varios fatores de risco bem identificados e estudados, essa relacdo é escassa
na populacao mais nova. Na sua maioria, estes cancros nao estao ligados a opcoes individuais
do estilo de vida, nem a exposicdo ambiental, mas sim a fatores genéticos. Por outro lado,
ndao ha mecanismos de rastreio para detecdo precoce e normalmente nao sao diagnosticados
até haver sintomatologia associada.(57) Os tipos de cancro mais prevalentes sao: leucemia
(30%), tumores do SNC (26%), linfomas, neuroblastomas, tumor de Wilms, rabdomiossarcoma

e cancros 6sseos primarios (nomeadamente o osteossarcoma e o sarcoma de Ewing). (57)

Estima-se que cerca de 60% das criancas que sobrevivem ao cancro sofram complicacoes a
longo prazo, quer pela doenca, quer pelos tratamentos anti-neoplasicos a que foram
submetidas.(56) Um efeito a longo prazo conhecido do tratamento oncologico, quer em
adultos, quer em sobreviventes de cancro infantil, € a disfuncao gonadal que pode, por vezes,

resultar em infertilidade. (37)

O Childhood Cancer Survivor Study indica que cerca de 6,3% das raparigas sujeitas a
tratamento anti-neoplasico desenvolvem IOP nos cinco anos apos o diagnostico. Uma
percentagem ainda maior experiencia insuficiéncia ovarica transitoria durante o tratamento,

que, a partida, resolvera nos meses subsequentes.(59) Consoante a fase do desenvolvimento
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pubertario em que ocorre, a IOP pode ter diferentes manifestacdes. Se ocorre em pos-
puberes, carateriza-se pelo desaparecimento de ciclos menstruais (amenorreia secundaria) e
sintomas tipicos da pos-menopausa. Se ocorrer em fase pré-pubere, pode traduzir-se pela

auséncia de menarca (amenorreia primaria) e de caracteres sexuais secundarios. (60)
3.3.2. Preservacao da fertilidade

As raparigas pré-puberes parecem estar mais protegidas dos efeitos gonadotoxicos dos
tratamentos, ao contrario do que se verifica, por exemplo, com a populacdo masculina em
que o risco é estavel e sustentado independentemente da idade. No caso de os ovarios
estarem no campo de irradiacdo do tratamento, seria necessaria uma dose superior a 15 Gy
para existir risco de infertilidade em pré-puberes, enquanto que numa mulher adulta a dose

necessaria seria apenas de 6 Gy.(37)

A criopreservacao de oocitos e embrides sdo duas técnicas estabelecidas para a preservacao
da fertilidade, mas nenhuma delas é possivel em criancas pré-puberes. A ooforopexia € outra
técnica possivel, mas exibe diversas limitacdes ja mencionadas. Assim, apesar de ser ainda
considerada experimental, a CTO é a Unica opcao disponivel para preservar a fertilidade em

raparigas pré-puberes ou pds-pUberes que nao possam adiar o inicio do tratamento. (37)

Atualmente, a ooforectomia unilateral laparoscopica é a técnica preferida para a recolha de
tecido para criopreservar. O volume médio do ovario numa rapariga pré-pUbere é apenas
cerca de 1 cm? e outras técnicas como a bidpsia ovarica ou a ooforectomia parcial podem
associar-se a maior taxa de complicacées (nomeadamente hemorragia) e podem nao permitir
a recolha de tecido suficiente.(61) Apesar de defender a técnica, Rowell et al. levanta a
duvida sobre a possibilidade de a remocao de um ovario inteiro causar por si IOP, em
detrimento do tratamento oncoldgico. Varios estudos sugerem que ocorre um mecanismo
compensatorio no ovario contralateral e que, a remocao de um ovario apenas antecipa a
menopausa em cerca de um ano.(62,63) Ainda assim, Rowell et al. consideram a extrapolacao
destes resultados para a populacao sujeita a tratamento gonadotoxico duvidosa e limitada, ja

que os estudos foram feitos em mulheres nao expostas a essas terapias. (61)

A ooforectomia deve ser agendada em coordenacao com outros procedimentos invasivos, caso
estes sejam necessarios, para evitar a exposicao repetida da crianca a anestesia. Por outro
lado, torna-se imperativo realizar o procedimento laparoscopico com cuidado redobrado, nao
so pelos desafios anatomicos ja mencionados, como pela necessidade de ser pouco invasivo e

livre de complicacdes, por forma a nao atrasar o inicio do tratamento anti-neoplasico.(61)

Também pode ser usada em casos em que ja se iniciou quimioterapia, o que é uma vantagem

ja que, pode haver necessidade de escalar o tratamento e, criangas que inicialmente tinham
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um baixo risco gonadotoxico, podem ter que ser sujeitas posteriormente a um tratamento

com maior risco de gonadotoxicidade. (37)

Ha dois relatos de gravidezes em mulheres que fizeram CTO antes de atingirem a menarca,
com posterior transplante. Ambos os casos eram nao oncologicos. Um caso descrito por
Demeestere et al. tratava-se de uma rapariga de 13 anos, com anemia falciforme, pré-
pubere, que foi sujeita ooforectomia direita antes de realizar tratamento com mieloablacao
para posterior transplante de células hematopoiéticas. Dez anos depois, recebeu
aconselhamento por demonstrar o desejo de engravidar e foi feito o transplante de tecido
ovarico, num procedimento laparoscépico faseado, apds a confirmacao da IOP. Cerca de cinco
meses depois menstruou e manteve ciclos menstruais regulares a partir dai. Dois anos apds o
transplante, teve uma gravidez espontanea, que culminou com o nascimento de um bebé
saudavel.(64) O segundo caso é de uma menina de 9 anos, com beta-talassemia, que foi
sujeita a ooforectomia direita para criopreservacao de tecido ovarico, antes de fazer
transplante de medula dssea. Aos 23 anos de idade, foi submetida a reimplantacao do tecido
ovarico e cerca de trés meses depois comecou a menstruar, mantendo ciclos regulares.
Posteriormente, foi feita fertilizacao in vitro. O processo culminou com o nascimento de um

menino saudavel. (65)

Uma das questdes que se coloca € saber a quem se deve propor a CTO, isto &, como
identificar as raparigas em risco de IOP que poderiam beneficiar desta técnica ainda
experimental. No caso de mulheres adultas, esses critérios estdo estabelecidos. Num estudo
de coorte, Wallace et al. mostraram que os critérios especificos de seleccao de Edinburgh
podem ser também aplicados a raparigas para identificar as que apresentam alto risco de
IOP.(33)

A avaliacdo da reserva ovarica em mulheres adultas requer o doseamento de FSH e estradiol,
0 que nao é informativo em raparigas pré-puberes, uma vez que o eixo HHO ainda nao foi
ativado. A HAM foi sugerida como potencial biomarcador sérico indireto e fiavel da funcao
ovarica em pré- e pos-puberes saudaveis, tal como em raparigas com cancro, antes e durante

e apos o tratamento. (66)

Sabe-se que até aos 25 anos de idade os niveis de HAM aumentam lenta e progressivamente,
ocorrendo uma diminuicdo linear e igualmente lenta nos anos seguintes, até atingir niveis
praticamente indetetaveis na menopausa. Dorp et al. compararam os niveis da hormona em
meninas diagnosticadas com cancro com os niveis em meninas saudaveis de idade
correspondente e concluiram que os niveis de HAM estdao diminuidos em meninas recém-
diagnosticadas em comparacao com controlo, mesmo antes de se iniciar quimioterapia ou
radioterapia. Isto sugere que o estado geral de salde compromete os niveis da hormona, e

que estes dependem de outros fatores além do nimero de foliculos. (66)
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3.3.3. Inducao da puberdade

Num estudo de coorte retrospectivo, Jensen et al. concluiram que ha uma associacao clara
entre a agressividade do tratamento oncoldgico recebido e a necessidade de inducdo médica
da puberdade.(60) A THS com estrogénios pode ser uma opcdo viavel para criancas com
hipogonadismo, em que se pretenda impulsionar o crescimento pubere e o desenvolvimento
dos caracteres sexuais secundarios.(35,67) O processo inclui o desenvolvimento mamario, a
inducdo da menarca e a obtencdao de uma estatura apropriada. Além disso, ha evidéncia
crescente de que um meio hormonal apropriado é necessario para o desenvolvimento cerebral

normal e adequado a idade. (67)

Enquanto que em raparigas pos-puberes os riscos associados a terapia farmacologica com
hormonas exogenas (nomeadamente risco trombotico e neoplasico) devem ser
cuidadosamente avaliados e pesados tendo em conta potenciais beneficios, no caso de
meninas pré-puberes o beneficio total parece ultrapassar os riscos.(48) Ainda assim, o
tratamento deve ser cuidadoso e com ponderacao cautelosa das doses, uma vez que, doses
baixas estimulam o crescimento longitudinal e doses altas podem levar a fecho prematuro das
epifises dos 0ss0s.(67) Estudos como o de DiVasta e Gordon estabelecem regimes faseados de
terapia hormonal exogena para mimetizar ao maximo a puberdade fisiologica e tentar evitar

complicacoes. (68)

Apesar de os riscos inerentes ao uso de hormonas exogenas estarem “exaustivamente”
estudados em mulheres com idade superior a 50 anos, o mesmo nao acontece para
sobreviventes oncoldgicos em idade pediatrica.(48) Ha pouca evidéncia sobre quais serao os
regimes de tratamento hormonal de substituicdo mais adequados nestas faixas etarias, pelo
que se considera necessario um maior estudo sobre a otimizacdo de doses, a sua seguranca e
os efeitos a longo prazo, nomeadamente o risco de desenvolvimento de tumores dependentes

de estrogénios. (67)

A THS baseada em tecido pode ser uma abordagem atrativa para induzir a puberdade em
jovens pré-puberes, promovendo o suporte hormonal fisioldégico adequado. (35) Como referido
anteriormente, a CTO é a Unica opcao para preservacao da fertilidade em raparigas que ainda
nao atingiram a puberdade, e, além de ser usada para esse fim, é capaz de restaurar a funcao
enddcrina ovarica, pela producao de hormonas endogenas. Assim, a THS baseada em tecido
ovarico criopreservado pode constituir uma opcao alternativa a terapia de substituicdo

farmacoldgica. (35,60)

A reserva folicular € maior nos primeiros anos de vida e o transplante autélogo de uma fracao
do tecido ovarico criopreservado pode ser realizado para a inducdo da puberdade, permitindo
que as raparigas possam experienciar esta fase da vida de uma forma mais semelhante ao

fisiologico e espontaneo. O facto de se usar uma pequena fracdo do total de tecido
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criopreservado nao inviabiliza a possibilidade de um dia mais tarde se poder reimplantar o
restante com o objetivo de permitir a fertilidade e a gestacdo, uma vez que, ja que é feita

em idades precoces, a reserva folicular desse tecido sera maior. (60)

Existem dois casos relatados de inducao da puberdade através de tecido ovarico recolhido por
ooforectomia unilateral, que foi criopreservado e posteriormente sujeito a transplante
heterotopico num caso, e transplante para o ovario remanescente no outro. Poirot et al.
relataram o primeiro caso de puberdade induzida por autotransplante de tecido ovarico
criopreservado com alguns fragmentos de tecido ovarico com uma densidade normal de
foliculos primordiais, numa rapariga cujo diagndstico nao era uma condicao oncolégica. O
tecido ovarico foi criopreservado antes dos tratamentos, numa altura em que ndo existiam
sinais de puberdade. Foi realizada ooforectomia unilateral e, cerca de quatro anos depois e
apos a remissdao da doenca, fragmentos do tecido foram transplantados para um local
heterotopico, na parede abdominal, com o objetivo de induzir a puberdade. Aos quatro
meses, atingiu o estadio |l de Tanner. Apos oito meses teve a sua primeira menstruacio
(menarca) e os ciclos foram regulares nos dois anos seguintes ao transplante. A funcao ovarica
cessou apods cerca de dois anos, apesar do sucesso na inducao da puberdade. (69) Ernst et al.
relataram o outro caso de inducdo da puberdade apos transplante de tecido ovarico
criopreservado numa sobrevivente de doente oncoldgica (sarcoma de Ewing). O tecido foi
colhido quando a rapariga tinha nove anos, numa fase prévia ao tratamento, e transplantado
apos quatro anos e meio, quando esta se encontrava saudavel e ainda se mantinha em fase
pré-pUbere. A menarca ocorreu um ano apds o transplante e os ciclos menstruais foram
regulares durante cerca de meio ano, altura em que o nivel de FSH aumentou para valores
pds-menopausicos. A atividade do tecido ovarico cessou aproximadamente dezanove meses

depois do transplante.(70)

Uma das vantagens do uso de tecido ovarico apenas para restaurar a funcao enddcrina de
modo a permitir a inducao da puberdade é a possibilidade de fazer o transplante sem
necessitar de realizar uma intervencao laparoscopica, pois pode ser implantado de forma
heterotopica, subcutaneamente, com anestesia local, tal como ja referido. Além disso, essa
localizacdo permite uma melhor observacao e detecao precoce de recorréncia, caso esta

ocorra.(35)

No entanto, este método tem algumas desvantagens. Uma vez que a longevidade do tecido é
limitada, o transplante de tecido ovarico ndo substitui a terapia hormonal de reposicao. E
apos a inducao da puberdade, as mulheres vao necessitar dessa reposicao durante varios anos
e até décadas. Por outro lado, em alguns casos, a atividade do tecido dura ainda menos do
que um ano, exigindo mais do que um transplante. No caso de uma rapariga que pretenda um
dia mais tarde engravidar, pode ser aceitavel correr os riscos, ja que é o Unico método

disponivel em pré-plberes. Ao contrario, para a inducdao da puberdade, ha algoritmos
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estabelecidos de reposicao hormonal exdgena que sdo mais baratos, faceis e eficazes, ainda

que escasseiem estudos que concluam acerca da sua seguranca.(35,71)

Na puberdade fisioldgica e espontanea os estrogénios vao aumentando gradualmente. Em
casos de transplante de tecido ovarico em que a FSH esta muito elevada numa fase pré-
transplante, vai haver recrutamento e ativacao de varios foliculos e uma producao exagerada
de estrogénios numa fase inicial, o que pode provocar um desenvolvimento pubertario
demasiado rapido e trazer consequéncias como ganho de peso, cefaleias, nauseas e
desconforto mamario. Pontos fracos como os acima mencionados levam alguns autores, como
Wolff et al., a ndo o considerar como uma opcao viavel para a inducdao médica da puberdade,
nem uma alternativa a terapia de reposicao hormonal.(71) Dorp et al. também nao apoiam o
uso de tecido ovarico de forma exclusiva para a inducao da puberdade, considerando que o

uso de um recurso tao escasso nao é adequado para esse propdsito. (66)
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Capitulo 4. Discussao

A CTO é considerada experimental pela maioria das sociedades, apesar de ser uma técnica
estabelecida em alguns paises, nomeadamente em Israel, Noruega e Dinamarca. A principal
indicacao para a CTO e a sua posterior reimplantacao ¢ a restauracao da fertilidade. Sabe-se
que o tecido criopreservado tem capacidade de sustentar desenvolvimento folicular e a
maioria das mulheres apresenta restabelecimento da funcdo ovarica cerca de quatro meses

apos o transplante.

A CTO apresenta vantagem em relacdo a criopreservacao de oodcitos e embrides porque
preserva tanto a funcdo reprodutiva como a hormonal. E além disso, as Gltimas duas técnicas
nem sempre sao possiveis de realizar antes do tratamento, em tumores hormono-sensiveis, ou
pela auséncia de parceiro. E ndo podem ser aplicados em raparigas pré-pUberes. Por outro
lado, a CTO obriga a realizacdo de procedimentos invasivos adicionais, num momento de

peculiar dificuldade e incertezas.

Atualmente, ja foram notificadas mais de 130 gravidezes apds CTO e em mais de 95% casos
ocorreu recuperacao da funcdo ovarica apds o transplante. Uma meta-analise relatou uma
taxa de nascimentos e gravidezes em curso de 37,7%, o que é comparavel a outros métodos
para a preservacao da fertilidade.(72) No entanto, a verdadeira taxa de eficacia do método é
desconhecida, dada a existéncia de determinadas limitacdes para o seu calculo, entre as
quais se destacam: a impossibilidade de ter a certeza que as gravidezes espontaneas apos
transplante ortotopico resultaram do tecido reimplantado e ndo do ovario remanescente que,
eventualmente, tivesse alguma funcao residual; o facto de existir um grande intervalo de
tempo entre a criopreservacao do tecido e o transplante, a consequente subnotificacao dos
casos; e a heterogeneidade da populacdo em que se tem aplicado a técnica (condicdo que

leva a indicacédo para CTO, idade e reserva folicular).

Os principais desafios da técnica surgem sobretudo numa fase pods-transplante. Destaca-se o
risco de reintroducdo de células malignas que, na sua globalidade, parece ser baixo. No
entanto, sabe-se que o grau de seguranca depende do tipo de cancro que a doente apresenta,
e que é superior no cancro hematoldgico, em comparacao com tumores solidos. A maioria dos
estudos sdo consensuais na necessidade de utilizar e melhorar métodos que permitam
identificar células malignas no tecido a reimplantar, assim como na realizacao de um “follow-
up” apertado.(27,29)

Apesar das crescentes taxas de sucesso e melhores resultados clinicos no ambito da
preservacdo da fertilidade com CTO, ainda ha muito que investigar. E espera-se que os

avancos futuros surjam sobretudo no que diz respeito aos processos de revascularizacao do
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tecido enxertado, a melhoria dos métodos de pesquisa de células malignas no ovario
preservado, e a avaliacdo da funcionalidade hormonal derivada do ovario transplantado. Uma
vez que também ndo existe consenso nos protocolos, a sua otimizacdo e estandardizacao
entre a maioria das redes dedicadas a realizacdo da técnica seria vantajosa, ja que também

permitiria uma avaliacdo e comparacao mais fiavel e valida dos resultados.

0 ovario € um 6rgado endocrino e a restauracao da funcao hormonal também pode ser uma
indicacao valida. Ja foi descrito o seu uso para a inducdo da puberdade em dois casos e em
ambos ocorreu desenvolvimento pubertario e inicio da menstruacdo. Por outro lado, o
transplante de tecido ovarico criopreservado pode ser feito exclusivamente com o intuito de
restaurar a funcao endocrina e ser usado como método alternativo a THS farmacologica, em
casos de menopausa precoce induzida pelo tratamento anti-neoplasico. E uma opcao
fisiologica para fornecer niveis de hormonas femininas mais fisiologicos, promovendo o bem-
estar e a qualidade de vida da mulher, e evitando os efeitos deletérios do hipoestrogenismo.
No entanto, o seu uso gera duvidas pela possibilidade de producao insuficiente de hormonas,
pela eventual falta de protecdo do endométrio e pela necessidade de duas intervencoes
cirtrgicas e de armazenamento prolongado do tecido ovarico, o que nao so acresce custos
como lhe associa os riscos cirdrgicos. Os autores dividem-se, e enquanto alguns consideram
que a técnica nao deve ser usada exclusivamente para adiar a menopausa, outros consideram-

na valida, apesar de ainda nao haver evidéncia cientifica suficiente que a suporte. (35,49)

A questdo que o uso exclusivo da técnica para adiar a menopausa induzida e iatrogénica
levanta é se sera possivel prop6-la a mulheres saudaveis apods o inicio da menopausa natural.
Consequentemente, a questao seguinte que se coloca é se é mais vantajoso o uso de tecido
ovarico em relacao a THS farmacoldgica.(47) A superioridade das hormonas endogenas em
relacdo as exogenas ainda nao foi provada. E em mulheres histerectomizadas pode ser
realmente mais benéfico o uso de estrogénios isolado, enquanto que o uso de tecido ovarico
pode ser preferido em mulheres que tenham o (tero intacto. Além de atrasar a
sintomatologia e os riscos associados a menopausa, seria legitimo pensar também em utilizar
a CTO em mulheres saudaveis que pretendem ter filhos mais tarde? De facto, o chamado
“congelamento social” é um tépico que também tem vindo a ganhar terreno na discussao
sobre a possibilidade de as mulheres terem filhos numa fase mais tardia da sua vida. Apesar
de o termo ser empregue, na maioria das vezes, em relacdao ao congelamento de odcitos,
seguido de FIV, pode também abrir-se caminho para o uso de tecido ovarico criopreservado
em idades mais jovens, com o objetivo de adiar a maternidade. A maior divida que se coloca
€ a possibilidade de ocorréncia de gravidez com maiores riscos obstétricos e o hipotético
aumento do risco de malformacoes fetais. Varias questdes teriam de ser analisadas, desde a
seguranca e eficacia do procedimento, a maior exigéncia técnica e maiores custos associados.
Ainda sao necessarios ensaios clinicos para esclarecer as dividas médicas e éticas que o

processo acarreta.
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A CTO é a Unica técnica disponivel que permite preservar a fertilidade em meninas pré-
puberes. E no que diz respeito a doentes mais jovens, ha importantes questbes a ser
exploradas e aceites antes de ponderar o seu uso. No momento do diagnéstico, a crianca
encontra-se, muitas vezes, numa fase de mal-estar generalizado, e a familia esta a enfrentar
um periodo emocionalmente dificil. Entre procedimentos diagnosticos, investigacdao e a
discussao do tratamento, a discussao sobre o prognostico do ponto de vista da fertilidade
pode ser um assunto dificil de abordar para o médico e para a familia. Efetivamente, os
estudos mostram que a informacao sobre os possiveis efeitos do tratamento anti-neoplasico é
fornecida numa pequena percentagem de casos, e que a discussdo € menos comum em
meninas do que com rapazes.(73) No entanto, sabe-se também que, na sua maioria, os
cancros infantis estao ligados a alteracbes genéticas com que a crianca ja nasceu. Para a
preservacdo da fertilidade ha também que entrar em linha de conta com o risco de

transmissao genética a descendéncia.

A maioria das pacientes jovens com cancro ndao terao a sua fertilidade significativamente
comprometida e, entdo, a selecao correta das candidatas a CTO é fundamental. Os critérios
de Edinburgh foram recentemente validados para criancas pré-puberes e jovens.(33)
Atualmente, ha relatos de casos de sucesso de gravidezes em mulheres que criopreservaram
tecido ovarico antes de atingirem a menarca e também casos em que a puberdade foi

induzida com sucesso com recurso a reimplantacao de fragmentos ovaricos. (69,70)

De uma forma geral, e considerando o sucesso crescente da CTO surge a divida sobre o seu
estatuto de técnica experimental. Wolff et al. defendem que a categorizacdo entre
experimental e estabelecida deve ser substituida por uma classificacdo que tenha em
consideracao a idade da doente e o tipo de cancro. Se os critérios de eficacia, seguranca,
procedimento e eficiéncia forem preenchidos, a técnica poderia ser classificada como
estabelecida. Assim, em criancas, onde todos estes critérios ainda ficam aquém do esperado,
a técnica seria classificada como experimental. JA& em mulheres adultas com doencas que
apresentem baixo risco de metastizacdo ovarica e, portanto, maior seguranca, a técnica
poderia ser considerada estabelecida. Por sua vez, em casos de doencas como a leucemia, o
critério da seguranca esta ainda pouco assegurado, e apesar de ja haver inclusivamente relato
de um caso de sucesso de uma crianca nascida apés CTO numa mulher com leucemia, a
técnica ainda teria que ser considerada experimental.(30) Naturalmente, esta classificacao
refere-se mais a utilizacdo da CTO com fim a manutencao da fertilidade, uma vez que é a
area mais explorada. Ainda assim, ha muito espaco para a investigacdo e para o
aperfeicoamento das técnicas. De igual forma, também a sua aplicacdo exclusivamente para
restaurar a funcao endocrina, quer para induzir a puberdade, quer para o seu uso enquanto
THS celular, ainda precisam de maior evidéncia cientifica para sejam consideradas boas
alternativas as técnicas convencionais e estabelecidas, que sdo também, mais baratas e faceis

de executar.
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Em Portugal, ndo existem orientacées nacionais sobre a preservacao da fertilidade em
doentes oncoldgicos. A CTO é ainda considerada uma técnica experimental, ndo obstante é
realizada no Centro de Preservacao da Fertilidade (CPF) do Centro Hospitalar Universitario de
Coimbra. Os profissionais de salde devem referenciar atempadamente os doentes oncoldgicos
que pretendam assegurar a preservacao da fertilidade e o CPF compromete-se a marcar
consulta no espaco maximo de uma semana. No que diz respeito aos custos da CTO e da sua
manutencao, estes ndo assegurados pelo Servico Nacional de Salude e nao sdao um encargo
para as doentes. De acordo com a lei em vigor, o tecido ovarico permanece criopreservado
durante trés anos, findo o qual a mulher devera assinar um consentimento para a sua
manutencao. Caso isso ndo aconteca, e decorrido o prazo, o tecido preservado sera eliminado
ou, sera usado em projetos de investigacdo cientifica, caso a sua autorizacdo tenha sido

expressa no consentimento inicialmente assinado.
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Capitulo 5. Conclusao

0 aumento da sobrevivéncia das criancas e adultos jovens com cancro faz com que haja cada
vez mais sobreviventes em idade reprodutiva. Assim, e dada a maior énfase na preocupacio
com a qualidade de vida das sobreviventes, as questoes relacionadas com a fertilidade

comecam a ser cada vez mais valorizadas.

Da revisao da literatura que efetuamos, podemos concluir que € conveniente que as criangas,
adolescentes e adultos jovens com cancro sejam referenciados para discussao da preservacao
da fertilidade. A analise dos casos deve ser efetuada por equipas proprias, multidisciplinares
e preparadas para entender o impacto da preservacao da fertilidade na qualidade de vida do
doente e na sua familia. Deve ser avaliado o risco individual de cada doente e selecionada a
técnica mais adequada em cada caso. A equipa deve também ser capaz de executar as

técnicas médicas propostas.

A nivel mundial, a CTO tem sido aplicada com sucesso para preservar a fertilidade em
doentes oncolodgicas. E, além de conservar o potencial reprodutivo, a preservacdo ovarica
pode ser também utilizada para o tratamento da IOP induzida pelos tratamentos oncologicos,
uma vez que possibilita a restauracdo da funcdo enddcrina. Assim, pode ser usada para
melhorar os sintomas causados pelo défice de estrogénios e prevenir patologias que advém da

menopausa.

Nas meninas na pré-puberdade, a preservacao de tecido ovarico € a Unica técnica possivel
para preservar a fertilidade. Adicionalmente, o tecido pode ser utilizado para induzir a
puberdade em meninas que sofrem que IOP induzida pela terapéutica gonadotoxica. Apesar

de ser uma hipotese teodrica e um topico de discussao, ja foi clinicamente demonstrado.

Espera-se que, no futuro, os métodos de CTO sejam otimizados. Seria pertinente a criacdo de
uma rede de registos de CTO para que fosse possivel estandardizar resultados e determinar a
verdadeira taxa de eficacia do método. A evolucdo da técnica pode permitir a expansao do
seu campo de aplicabilidade, podendo potencialmente ser usada como tratamento “anti-
envelhecimento” e como uma alternativa a mulheres que desejam ser maes numa fase mais

tardia da sua vida.
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