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Prefacio

O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é o oceano

Isaac Newton
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Resumo
Introducao

A menopausa corresponde a perda fisiolégica ou iatrogénica da menstruacao
confirmada pela auséncia desta apos 12 meses, na auséncia de causa patologica e é,
frequentemente, acompanhada de sintomas transitoérios como ondas de calor, sudorese
noturna, distirbios do sono, humor depressivo, entre outros.

Existem véarios tratamentos disponiveis para o controlo destas manifestacbes como a
mudanca de estilos de vida e a terapia hormonal que consiste na administracao das
hormonas através de comprimidos, adesivos transdérmicos, cremes ou comprimidos de
aplicacao vaginal.

Mais recentemente, colocou-se a hipétese do uso de tecido ovarico autologo, através de
criopreservacao e posterior transplante do mesmo, como forma de terapia hormonal. O
transplante pode ser realizado de duas formas, ortotopicamente (cavidade pélvica) e

heterotopicamente (extra-ovarico).

Objetivos

O objetivo desta dissertacao é determinar se a criopreservacao e posterior transplante
de tecido ovarico, pode ser vir a usado como terapia hormonal na menopausa na

préatica corrente do tratamento dos sintomas da menopausa e num futuro préximo.

Metodologia

Foi realizada uma vasta pesquisa bibliografica, com recurso a plataforma PubMed,
durante outubro de 2022 a janeiro de 2023. Foram usadas as seguintes palavras-chave:
menopausa, criopreservacao e transplante tecido ovarico e terapia hormonal na
menopausa. Adicionalmente, foram consultados pareceres de sociedades mundiais de
relevo para o tema e guidelines atuais. Ap6s a analise do material recolhido, foi

realizada esta revisao.

Resultados e Discussao

O transplante de tecido ovarico criopreservado permite a restauracdo da funcao
enddcrina na maioria dos casos e seu efeito hormonal pode durar até 10 anos, se o
excerto for substituido regularmente. Durante os processos de recolha de tecido,
transplantacgdo e revascularizacio parte da reserva folicular é perdida por processos de

isquemia, o que pode resultar numa menopausa anos antes do que seria natural para
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cada mulher. De forma a reduzir estes danos, moléculas como o VEGF e a SiF,
permitem aumentar a densidade vascular e acelerar o processo de revascularizacao e

assim tornar mais rentavel esta técnica.
Conclusao

Apesar de ser uma solucdo mais fisiologica, esta técnica é dispendiosa e invasiva e, por
isso, s6 indicada em casos especificos. A populacao alvo para este procedimento sao
mulheres que o usem quer para tratamento dos sintomas da menopausa induzida como

para restauracio da fertilidade, nas quais é mais apelativo e custo-efetivo.

Palavras-chave

Menopausa; criopreservacao e transplante tecido ovarico; terapia hormonal de
substituicao; futuro.
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Abstract

Introduction

Menopause corresponds to the physiological or iatrogenic loss of menstruation
confirmed by the absence of menstruation after 12 months, in the absence of a
pathological cause, and is often accompanied by transient symptoms such as hot
flashes, night sweats, sleep disorders, depressive mood, among others.

There are several treatments available to control these manifestations, such as
changing lifestyles and hormone therapy, which consists of administering hormones
through pills, transdermal patches, creams or pills for vaginal application.

More recently, the hypothesis of the use of autologous ovarian tissue, through
cryopreservation and subsequent transplantation, as a form of hormone therapy, has
been hypothesized. Transplantation can be performed in two ways, orthotopically

(pelvic cavity) and heterotopically (extra-ovarian).

Objectives

The aim of this dissertation is to determine whether cryopreservation and subsequent
transplantation of ovarian tissue can be used in future as an hormone replacement

therapy in current practice in the treatment of menopausal symptoms.
Methods

An extensive bibliographical research was carried out, using the PubMed platform,
from october 2022 to january 2023. The following keywords were used: menopause,
cryopreservation and ovarian tissue transplantation and hormone therapy in
menopause. Additionally, opinions from relevant world societies on the subject and
current guidelines were consulted. After analyzing the collected material, this review

was carried out.
Results and discussion

Transplantation of cryopreserved ovarian tissue allows the restoration of endocrine
function in most cases and its hormonal effect can last up to 10 years if the tissue is
replaced regularly. During tissue harvesting, transplantation and revascularization

processes, part of the follicular reserve is lost due to ischemia processes, which can
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result in menopause years before what would be natural for each woman. In order to
reduce this damage, molecules such as VEGF and SiF allow the increase of vascular
density and accelerate the revascularization process, thus making this technique more

profitable.
Conclusion

Despite being a more physiological solution, this technique is expensive and invasive
and, therefore, only indicated in specific cases. The target population for this procedure
is women who use it both to treat medically induced menopausal symptoms and to

restore fertility, and thus it is more appealing and cost-effective.

Keywords

Menopause; cryopreservation and transplantation of ovarian tissue; hormone

replacement therapy; future.
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Capitulo 1. Introducao
1.1 Contextualizacao

No passado século, devido a avancos significativos na satide publica, a esperanca média
de vida passou de 48,3 anos para os 80 anos, significando que as mulheres passam
agora um terco da sua vida na menopausa (5,7). Durante esta fase da vida, a mulher
pode apresentar alguns sintomas desagradaveis, tanto fisicos como psicoldgicos, e cabe
ao médico tratar estes sintomas e prevenir doencas inerentes a falta de estrogénios,

como a osteoporose e a aterosclerose. (3,10)

O aparecimento tardio da menopausa (acima dos 55 anos) esta associado a um
aumento da longevidade e diminuicao da mortalidade, pelo menor risco cardiovascular
e de osteoporose. (3) Assim, torna-se crucial desenvolver estratégias que prolonguem
ao maximo a exposicdo da mulher as hormonas ovaricas. A terapia hormonal na
menopausa (THM) é o tratamento standard. (4) Esta terapéutica nao é 100% eficaz e a
sua eficacia depende de varios fatores como a frequéncia da toma, a dosagem e a hora
de administracao. No entanto, nao depende da regulacao do eixo hipotalamo-hipofise

como as hormonas fisiologicas, pelo que a sua farmacocinética é diferente. (4)

Apesar de ajudar no controlo dos sintomas da menopausa, a THM nao é capaz de
substituir, na totalidade, a funcdo endd6crina de um ovéario, que também produz
testosterona, activina, inibina, hormona anti-mulleriana e o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), tornando o ovario um 6rgao hormonalmente

dinamico. (3)

Deste modo, foi proposto por varios autores, o uso de tecido ovarico criopreservado
para o tratamento dos sintomas da menopausa. Esta é jaA uma técnica amplamente
utilizada para preservacdo da fertilidade em mulheres submetidas a tratamentos
oncolbgicos, visto que, com o avancgo tecnoldgico no diagnostico e tratamento e com o
aumento da esperanca média de vida das sobreviventes, estas mulheres tem uma maior
probabilidade de desenvolver insuficiéncia ovarica prematura (IOP) e infertilidade.
(4,9). Esta técnica pode, assim, ser crucial nas doentes oncolégicas para preservacao da

fertilidade e, provavelmente, como tratamento hormonal da menopausa precoce (4).

O ovario pode ser dividido em duas regides: o cortex e a medula. Na regiao cortical esta

presente cerca de 90% da reserva folicular. (4) Esta distribuicao folicular é conveniente
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para a recolha do tecido ovarico, pois torna-o mais acessivel. Em primeiro lugar, é
removida a totalidade ou “pedacos” do cortex ovarico, e estes sao criopreservados. Anos
mais tarde, sdo descongelados e transplantados para um local ortotopico (pélvico) ou
heterotopico (fora da pélvis: subcutaneo, extremidades, retroperitoneal ou na parede
abdominal). (1)

Em raparigas pré-puberes que necessitem de técnicas de preservacao de fertilidade, a
criopreservacao e transplante de tecido ovarico parecem ser a tinica opc¢ao, tendo em
conta que estas ainda ndo conseguem produzir obcitos maduros, pelo que nao sao
viaveis as técnicas convencionais de preservacdo de fertilidade. (17) Este novo
procedimento consiste em “parar” o desenvolvimento folicular no estddio onde se
encontram, e preservar foliculos ainda em desenvolvimento. (4). O transplante do
cortex ovarico, previamente criopreservado, mostrou restaurar a funcao ovarica em
95% dos casos e ja permitiu o nascimento de pelo menos 130 nados vivos, e cerca de
metade decorreram de gravidezes espontaneas. (4). Com transplante do cortex ovarico,
mesmo na menopausa, o crescimento folicular é garantido e evitam-se fases de baixa
concentracdo de estrogénio, ao contrario do que acontece na THM, que para além de
necessitar de concentracoes altas de estrogénio, é necessario que a administracao
hormonal seja prolongada (7). Para além disso, os efeitos favoraveis da THM dependem
diretamente do momento em que a terapéutica é iniciada. Se na peri e p6s menopausa
inicial h4 uma diminuicdo do risco para aterosclerose, no entanto ja se iniciada

tardiamente (> 60 anos) este risco pode aumentar. (3,7)

1.2 Menopausa: as mudancas fisicas e emocionais

1.2.1 Definicoes e Fisiopatologia

A menopausa corresponde a dltima menstruacao, confirmada ap6s 12 meses sucessivos
de amenorreia, sem outra causa demonstravel. Esta pode ser espontanea/natural, ou
seja, nado estar associada a influéncia de agentes externos, ou
secundaria/induzida/artificial se ap6s ooforectomia bilateral, radioterapia (RT) pélvica

ou quimioterapia (QT). (10,12)

A perimenopausa é o periodo de transicdo, da idade fértil até um ano apds a
menopausa, caraterizado por alterac@o nos ciclos menstruais e sintomas vasomotores.
(12) A pés-menopausa pode ser dividida em dois periodos: a menopausa precoce, nos

primeiros 6 anos e a menopausa tardia no periodo posterior a esse. (10)
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A classificacdo da menopausa varia de acordo com a idade de surgimento desta. Em
95% das mulheres, a menopausa surge entre os 45 e 55 anos, sendo que a idade média é
aos 51 anos, e esta é determinada por fatores genéticos e pelo estilo de vida. Considera-
se menopausa precoce quando ocorre antes dos 45 anos, mas se antes dos 40 anos é
classificada de insuficiéncia ovarica prematura (IOP). A ocorréncia da menopausa apos

os 55 anos é denominada de menopausa tardia. (10)

O foliculo é a unidade funcional do ovario. (4,10) Durante a vida da mulher, tanto o
numero como a qualidade das células germinativas primordiais vao diminuindo
consideravelmente e progressivamente. Uma recém-nascida possui, em média em cada
ovario, 1 milhdo de foliculos primordiais, 100,000 aos 20 anos e 65,000 aos 25 anos.
No momento da menopausa, a reserva folicular é baixa, com cerca de 1500 foliculos
primordiais estando a grande maioria inativa. (5,11). Durante a fase folicular, cerca de
90% do estrogénio é produzido pelo foliculo dominante pré-ovulatério que na fase

latea, através do corpo amarelo, vai ser responsavel pela producao de progesterona. (4)

A menopausa corresponde ao esgotamento do patrimoénio folicular funcionante do
ovario, ou seja, a faléncia ovarica definitiva, o que resulta numa diminui¢ao de
estrogénios e progesterona, e, consequente aumento de FSH e LH, com reducdo dos

niveis de hormona anti-mulleriana, actina e inibina. (10)

1.2.2 Manifestacoes clinicas

As manifestacdes clinicas da menopausa dependem diretamente do hipoestrogenismo
que afeta os oOrgdos e sistemas dependentes de estrogénio, entre eles, a mama, 0

endométrio, a vulva, a vagina, o cérebro, a pele, 0 0sso e o perfil lipidico. (10)

As primeiras manifestacoes clinicas do climatério e, simultaneamente, as mais comuns
(75%) sao os sintomas vasomotores (SVM), que surgem, habitualmente, na
perimenopausa e na menopausa precoce. Sao comumente descritos como “calores,
afrontamentos, suores noturnos” e retratam uma sensacdo de calor na extremidade
superior do corpo acompanhada de vermelhidao da face, pescoco e tronco, seguido de
sudorese. O inicio é subito, dura 2 a 4 minutos, ocorre até 20 vezes por dia, é de
predominio noturno e apenas 20 a 30% dos casos sdo suficientemente intensos e
requerem tratamento. (10,12) Em média, os sintomas vasomotores persistem por 4 a 5

anos e num quarto das mulheres podem manter-se por 10 anos. (14) Estes sintomas



Criopreservacdo e autotransplante de tecido ovarico como forma de terapia hormonal da menopausa -
perspetivas futuras
sdo, por norma, mais intensos se a menopausa é secundaria a uma ooforectomia

bilateral ou se a mulher é de descendéncia afro-americana. (10,15)

Em consequéncia do predominio noturno dos sintomas vasomotores, estes acabam por
alterar a qualidade do sono (perturbac6es do sono) que, por sua vez, levam a alteragoes
do humor como a ansiedade e, posteriormente, a depressao agravando a qualidade do

sono. (10)

O hipoestrogenismo resulta na atrofia dos tecidos génito-urinarios (4-47%) e a
chamada sindrome génito-urinaria da menopausa (SGUM). Esta é caraterizada pela
secura vaginal, irritacdo, ardor, e prurido vulvar, dispareunia, disfunciao sexual e
sintomatologia urinaria como a distria, polaquitria, incontinéncia urinéria (26-40%) e
infecoes do trato urinario recorrentes. (3,12,13) Para a resolucao da sindrome génito-
urinaria a Sociedade Portuguesa de Ginecologia, a American College of Obstetricians
and Gynaecologists e a North American Menopause Society recomendam o uso de

estrogénios topicos de baixa dosagem. (19,20,55)

De acordo com a American Heart Association, a longo prazo, as baixas concentracoes
de estrogénio acarretam consequéncias metabolicas e cardiovasculares que sdo a
principal causa de morte na pés-menopausa (16). O hipoestrogenismo influencia o
perfil lipidico, aumentando a LDL e TGL e diminuindo a HDL séricas. Estas alteracoes
provocam disfuncdo endotelial que esta associada a varias patologias cronicas da
menopausa. (10) A sindrome metabolica é uma delas e acarreta um risco cardiovascular
seis vezes superior, comparativamente, as mulheres em idade fértil. (3)
Adicionalmente, esta sindrome esta associada a resisténcia a insulina, a diabetes
mellitus tipo 2, a hipertensdo, a obesidade central, a doenca arterial periférica e a

doenca cerebrovascular. (55)

Durante a idade fértil, as mulheres tém um risco inferior ao dos homens de desenvolver
doenca arterial coronaria. Com o surgimento da menopausa, este risco parece ser igual
entre os sexos. A razdo para tal acontecimento parece estar no estrogénio, que melhora

a funcdo endotelial e promove a vasodilatacao. (3,55)

Mais de 75 % da massa 6ssea perdida durante a menopausa parece ser atribuida ao
declinio dos niveis de estrogénio e nao ao envelhecimento por si so6. (3,18) Os
estrogénios exercem uma acao supressiva constante na remodelagao 6ssea. O risco de

sofrer uma fratura na pds-menopausa chega a ser o dobro de desenvolver cancro da
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mama durante a vida inteira. No entanto, é importante salientar que a THM nao é
tratamento de primeira linha para a prevencao de fraturas relacionadas com a
diminuicao da densidade 6ssea e osteoporose da menopausa, mas parece diminuir este

risco quando comparada com placebo. (3)

1.2.3 Diagnéstico e tratamento

O diagnostico da menopausa é clinico. Por esta razao, nao sao realizados doseamentos
hormonais por rotina. Deste modo, se estamos perante uma mulher saudavel com
idade superior a 45 anos, com 12 meses de amenorreia e estando ou nao associado a
outros sintomas da menopausa, e sem outras patologias, é seguro fazer-se o diagnostico
de menopausa, no entanto, ha que excluir causas secundérias como a gravidez,

disfuncao tiroidea e hiperprolactinemia. (10)

Para o tratamento dos sintomas da menopausa, a administracdo de estrogénio é
essencial, mas se usado isoladamente, aumenta o risco de hiperplasia endometrial e
cancro do endométrio e, por isso, na mulher pés-menopausa com utero deve ser
adicionado um progestativo que contrarie os efeitos proliferativos dos estrogénios no

endométrio, oferecendo, deste modo, protecao endometrial. (3,10).

Existem varios tipos de tratamento dos sintomas da menopausa: as preparagoes
hormonais e as nao hormonais, como os fitoestrogénios (derivados de plantas com
efeitos estrogénicos), extratos de polen, mudancas de estilo de vida e até
antidepressivos, como a paroxetina, podem ajudar no controlo dos sintomas

vasomotores da menopausa. (10,12)

A THM ¢€ a terapéutica mais eficaz no controlo dos SVM e SGUM. (12) Esta parece
reduzir a frequéncia e severidade dos SVM, que estdo presentes em 60 a 80% das
mulheres pds-menopausa e causam uma reducao significativa do bem-estar e qualidade
de vida. (3) Esta terapéutica é segura e eficaz em mulheres de baixo risco, sem doenca
coronaria de base, histéria de cancro da mama, idade inferior a 60 anos e cuja

menopausa se instalou ha menos de 10 anos. (21)

Existem vérias vias de administracdo da THM, que podem variar conforme os sintomas
da mulher, as suas preferéncias, contraindicacoes, idade, tempo de menopausa e a

estratificacdo de risco cardiovascular e de cancro da mama. (10) A via oral é a mais
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utilizada, mas a transdérmica é preferivel, por estar associada a um risco de TEV

inferior. (22) Por outro lado, a via vaginal é mais eficaz no tratamento da SGUM. (12)

1.3 THM classica: formulacoes e efeitos adversos

A THM era amplamente usada nos anos 90, mas um estudo de 2002, o Women’s
Health Initiative (WHI) determinou haver um risco acrescido para cancro da mama,
nas mulheres que usavam THM com progestativo. (32) No entanto, este estudo
continha um viés pois a maioria da amostra que desenvolveu cancro tinha idade
superior a 60 anos. A anélise posterior deste estudo veio a demonstrar que o timing de
inicio da THM influencia os seus efeitos clinicos. Se iniciada aquando do inicio da
menopausa, e antes dos 60 anos, oferece maior protecdo para deméncia e doenca

cardiaca. (4,32)

Em 1992, a American College of Physicians recomendou a THM para a prevencao da
doenca coronaria, mas estudos realizados nos anos posteriores demonstraram haver
mais riscos do que beneficios no uso deste tratamento com fins preventivos. (5,33) Ja
em 2013, Lobo et al concluiram, com a analise de estudos mais recentes, que o uso
prolongado de THM nao s6 diminui o risco de doenca coronéria e de todas as causas de
mortalidade, como também nao aumenta significativamente os riscos para a satide da

mulher. (34)

Existem véarias preparacoes de THM a base de estrogénio e combinada com
progestativo que variam nas preparacoes, dosagens e formas de administracdo, cada
uma com os seus riscos e beneficios, mas nunca substituindo a funcao de um ovario.
Nao ha forma de determinar a quantidade 6tima de hormonas a administrar porque a
fisiologia ovarica é dinamica e cada mulher desenvolve sintomas de forma

independente do seu clima hormonal. (3)

Parece haver beneficios superiores na terapéutica hormonal apenas com estrogénio vs
terapéutica combinada. O uso singular de estrogénio, usado em mulheres sem ttero,
aumenta a qualidade de vida, reduz sintomas da menopausa, reduz a osteoporose e o
risco cardiovascular em cerca de 40%, para além de reduzir em 20% o risco de

desenvolver cancro, em mulheres dos 50 aos 59 anos. (4,35,36)

O tipo de progestativo usado na THM também parece ter importancia clinica, visto que

o uso de Medroxiprogesterona (MPA) parece aumentar o risco de AVC, demeéncia,
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embolia pulmonar e cancro da mama, o que ja nao se sucede tanto com o uso de

Acetato Noretisterona e Progesterona micronizada. (3,7,36)

Mais recentemente, comecaram a ser produzidas as chamadas hormonas bio-idénticas
que derivam de extratos naturais, por exemplo plantas, e sao modificadas em
laboratoério para obter a funcao das hormonas endbgenas. No entanto, ainda nao ha
estudos suficientes que comprovem a eficacia superior desta terapia em comparacao

com a THM classica. (3)

Existem vérios efeitos adversos com o uso de THM farmacolégica. O tromboembolismo
venoso (TEV) é um deles e neste ha formacdo de trombos nas veias profundas dos
membros inferiores e no caso de embolizacdo pulmonar pode apresentar sério risco de
vida. Nos primeiros dois anos de uso de THM, o risco de desenvolver TEV ¢é o dobro do
da populacao em geral. O uso de estrogénio transdérmico acarreta um risco inferior e a
sua adicao na terapia a base de progesterona micronizada nao parece aumentar o risco.
Assim, antes da administracdo da THM a avaliacao do risco tromboembdlico deve ser

sempre ponderado. (3,37)

Também o risco de desenvolver cancro da mama parece variar conforme a formulacao
da THM. Terapéuticas a base de estrogénio estao associadas a um risco inferior quando
comparadas com terapéuticas combinadas. Ademais, o progestativo usado tem
influéncia neste risco, sendo preferivel a progesterona micronizada. Deste modo, a
THM nao parece estar associada a um risco importante de cancro da mama mas deve

ser evitada em mulheres de elevada suscetibilidade para a patologia. (44)

Durante a sua vida, a mulher tem um risco de 1-1.5% de ser diagnostica com cancro
ovarico, mas este aumenta com o uso THM, mesmo que por curtos periodos de tempo
(inferior a cinco anos) e prolonga-se por dez anos ap6s a descontinuacao da
terapéutica. (39) Ja o cancro do endométrio é o carcinoma ginecoldgico com maior
prevaléncia na vida da mulher, nos paises desenvolvidos, (2-3%) e o risco aumenta com

o uso de estrogénios mas é praticamente anulado se aliado a progesterona. (3,40)

Existem varias contraindicacoes absolutas para o uso de THM, como o enfarte do
miocardio e AVC recente, cancro da mama, entre outras, e contraindicacoes relativas,
tais como: porfiria, antecedente de TEV, doenca hepatica ativa, doenca da vesicula

biliar, hipertriglicidémia. (3)
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Para além de a THM apenas providenciar duas hormonas, o estrogénio e a
progesterona, a farmacocinética desta terapéutica deixa muito a desejar quando
comparada com a de um ovario na pré-menopausa. (3) Como podemos verificar na
figura 1, os niveis hormonais sob THM sao estaveis, ao contrario dos produzidos pelo

ovario na idade reprodutiva, sendo estes pulsateis.

A. Reproductive age B. Post-menopausal C. Post-menopausal on HRT

FSH
LH

Figura 1- Representacdo esquematica das hormonas ovaricas na idade
reprodutiva, na pé6s-menopausa e sob THM. (3)

O transplante de tecido ovarico afigura-se uma técnica promissora na terapéutica
hormonal da menopausa por, teoricamente, respeitar a normal fisiologia hormonal da

mulher, sendo potencialmente menos suscetivel a efeitos secundérios.

1.4 Historia do Transplante autologo de tecido ovarico
criopreservado

Durante a década de 50, comecou a ser testado, em modelos animais (ratos), a técnica
de CTO, mas por falta de criopreservantes eficazes, obtiveram-se resultados muito
aquém do esperado. Até 1970, o Unico criopreservante disponivel era o glicerol, que
provocava a morte de cerca de 90% dos foliculos primordiais recolhidos, tornando
assim a técnica nao rentavel. Foi entdo que surgiram novos criopreservantes como o

propanediol, o etilenoglicol e o sulféxido de dimetilo.(2)

Em 1990, através do uso de melhores técnicas e de criopreservantes mais modernos, foi
possivel, em roedores, restaurar a fertilidade e a fun¢do endécrina através do uso de
fragmentos de cortex ovarico. (2) Devido a sua maior semelhanca com o ovéario
humano, foram usados ovarios de ovelhas e, com recurso a sulféxido de dimetilo, foi

alcancada a primeira gravidez apds transplante ovarico em animais no ano de 1994.

(25)
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Em 1996, Hovatta et al. com recurso a sulfoxito de dimetilo e propanediol provaram
que os foliculos primordias conseguem sobreviver um tempo prolongado consideravel.
(26). Também Oktay el al. demonstraram através de um estudo in vitro, que o uso de
criopreservantes modernos permite a sobrevivéncia e viabilidade dos foliculos

primordiais do tecido ovarico criopreservado. (27)

Em 1997, o Dr. Oktay comecou a criopreservar tecido ovarico de pacientes com cancro e
no ano seguinte, a pedido de uma paciente que ja tinha tecido ovarico criopreservado e
que queria reaver a sua funcdo endocrina ovéarica, este médico comegou a aperfeicoar a
sua técnica laparoscopica para a cirurgia de transplante. Mas foi s6 no ano seguinte,
que com recurso ao primeiro prototipo de um robd cirtrgico (AESOP), o Dr. Oktay
conseguiu realizar o transplante de ovario com sucesso e com a administracao diaria de
gonadotrofinas (FSH e LH), nos primeiros 15 dias, foi possivel atingir o crescimento

folicular e a ovulacao e manter a funcao enddcrina nos 6 meses seguintes. (2)

Depois de provar que o transplante ovarico era possivel em humanos, Oktay et al.
decidiram aplicar esta tecnologia de forma heterotopica, pois a transplantacao pélvica
nem sempre é possivel e acarreta mais riscos. Em primeiro lugar, foi transplantado
tecido ovarico para o antebraco e posteriormente para o tecido subcutaneo da parede
abdominal anterior. (2) Em ambos os casos, foi restaurada a funcao ovarica, o
desenvolvimento folicular e foi possivel a recolha de o6citos e o desenvolvimento de
embrides, este ultimo apenas em 2004. (28) Todos estes marcos importantes, que
representam a evolucdo da criopreservacao e transplante de tecido ovarico estao

representados na figura 2.

TIMELINE FOR HISTORICAL LANDMARKS IN OVARIAN
CRYOPRESERVATION AND TRANSPLANTATION

Successiul ovarian First xenograft models

tissue cryopreservation showing feasibity of First successful heterotopic First ivebirths associated
and transplantation in frozen-thawed human transplantation in human with with ovarian auto-transplantation
sheep ovarian tissue transplantation. ovarian cortical strips. with frozen-thawed tissue
MR 1 IEDIETDIZDETD
v g Y
Successtul ovarian In vitro study showing First successful orthotopic First embryo development First live births after
cryopreservation and primordial folicies human autologous after heterotopic transplantation of frozen-banked
transplantation in rodents. survive and remain viable transplantation with transplantation of ovarian tissue with a human
after cryopreservation frozen-thawed ovarian cryopreserved ovarian extraceliular matrix scaffold
and thawing with modern tissue tissue. using robot-assisted minimally

cryoprotectants. - e ——— invasive surgery.
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Figura 2 -Linha cronologica representativa da evolucdo da criopreservacio e
transplante de tecido ovarico.(2)

O numero exato de transplantes de tecido ovarico (fresco ou criopreservado) parece
incerto, mas esta técnica ja foi replicada em varios pontos do globo, como por exemplo:

EUA, Israel, Franca, Japao e até mesmo em Portugal. (8)

Em 2004, no Hospital de Sao Joao foi realizada, pela primeira vez em Portugal, a
recolha de tecido ovarico e criopreservacao do mesmo. Esta técnica foi aplicada numa
jovem de 18 anos, submetida a uma anexectomia do lado esquerdo para tratamento de
quisto ovérico de grandes dimensdes. Durante a exploracao do campo cirtargico pélvico
notou-se a auséncia de ovario direito. Deste modo, ap6s a cirurgia esta jovem entrou
em IOP, e surgiu a vantagem de preservar parte do cortex ovarico, com vista a futura
implantacao do mesmo. (30). Ap6s confirmacao da menopausa, com os doseamentos
de FSH e estradiol, foi iniciada a pilula contracetiva para tratamento dos sintomas
vasomotores experienciados. Em janeiro de 2015, ocorreu a transferéncia do tecido
ovarico para local ortotopico (bolsa no peritoneu). Uma semana depois, os niveis de
FSH tinham diminuido e os de estradiol aumentado. Os sintomas vasomotores
desapareceram e o periodo menstrual retomou e foi possivel a criopreservacao de um

embrido. (30)

A evolucao das técnicas cirurgicas parece ser a chave para o aumento da eficacia do
transplante ovarico. Contudo, devido ao escasso namero de procedimentos realizados

muitas das abordagens permanecem ainda experimentais.

1.5 As varias aplicacoes da terapia hormonal na
menopausa com tecido ovarico criopreservado

Com recurso a criopreservacao e autotransplante de tecido ovarico esta técnica pode ser
aplicada para varias finalidades, o restauro da fertilidade, o atraso da menopausa, a

inducao da puberdade, e também o uso como THM (1).

As principais vantagens no uso de tecido ovarico para restauracdo de fertilidade,
prendem-se no facto de ndo serem necessarios tratamentos de estimulacdo ovarica
antes da recolha de tecido e este procedimento ser independente da idade da doente,

sendo por isso possivel também preservar a fertilidade de doentes pré-ptiberes (17).

Esta técnica, pode ser usada, ao invés da THM farmacoldgica, para a inducido da

puberdade, permitindo alcancar o surto de crescimento e carateres sexuais
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secundarios, caracteristicos desta fase hormonal tao critica no desenvolvimento fisico e
psicologico da mulher. Para a inducdo da puberdade sdo necessarios apenas 10 a 20%
de um ovario. Assim, parece 6bvia a indicacdo de THM, farmacoldgica ou com tecido
ovarico criopreservado, em raparigas pré puberes que por motivos variados (induzidos,
genéticos....) ndo conseguem atingir a puberdade espontaneamente e necessitam de
atingir niveis fisiolégicos de hormonas sexuais. Um estudo de Ernst et al. de 2013,
provaram que o tecido ovarico transplantado produz concentracgoes altas e constantes o
suficiente para induzir e manter na puberdade raparigas submetidas a tratamentos
oncologicos. (7,31). No entanto, atualmente, ainda parece ser preferivel a THM

farmacologica, por ser mais barata, segura e dispensar procedimentos cirtrgicos. (4)

1.6 Criopreservacao e transplante de tecido ovarico
1.6.1 As diferentes técnicas

A criopreservacao de tecido ovarico recolhe excertos de tecido ovarico com foliculos no
estadio primordial. Posteriormente, alguns destes foliculos sobrevivem a fase de
congelamento e descongelamento e progridem para a fase folicular. Os excertos de
tecido ovarico possuem um tempo de vida til muito reduzido, pois sao sensiveis a
processos de isquemia aquando do descongelamento e transplante, o que provoca

atresia folicular. (8)

Devido ha presenca de fatores angiogénicos enddgenos e a um processo de facil
neovascularizacao, o ovario é um 6rgao simples de transplantar. Idealmente, o tecido é
colhido, por via laparoscopica, numa mulher em idade jovem (20-25 anos) visto que € a
altura em que a reserva ovarica esta mais alta. (5) Posteriormente, os fragmentos de
cortex ovarico recolhidos sao transplantadas para um dos diferentes locais possiveis:

heterotopico e ortotépico, aquando do surgimento natural da menopausa. (1,8,9)

O transplante ortotdpico implica a implantacdo de tecido ovarico no local de origem ou
na cavidade pélvica. Este método é o preferido se o objetivo for a restauraciao da
fertilidade e uma gravidez sem recurso a técnicas de reproducao assistida. (8) Com base
num estudo de Donnez & Dolmans et al. foi possivel comprovar que a cavidade pélvica
retne as condicoes de temperatura, pressdo e fornecimento sanguineo 4timos para o
desenvolvimento folicular, ainda que dependa de um procedimento cirtargico que nao

esta isento de riscos, como a formacao de adesdes cirurgicas. (41)

11
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O transplante heterotopico baseia-se na implantacdo do tecido ovarico numa regiao
extra-ovarica, como por exemplo: a parede abdominal, o antebraco, a capsula do rim e
a mama Kim et al. demonstraram que se o objetivo for a restauracao de funcao
endocrina e nao de fertilidade, a reimplantacao em local heterotopico é mais facil e
efetiva, sendo também capaz de produzir niveis altos de progesterona. (4,5,56). A
capsula do rim é um excelente local de implantacdo, devido a excelente irrigacao
sanguinea deste 6rgao, apesar dos foliculos terem grande capacidade de adaptacdo a
isquemia e atresia folicular, inerente do tempo necessario para a revascularizacao.
Contudo, a implantacdo subcutanea é aquela com mais vantagens, se o objetivo for a
restauracdo da fungdo hormonal e ndo da fertilidade. O facto de ser subcutaneo, facilita
o processo de renovacao, por ser feito apenas com anestesia local e no caso de
crescimento de células anémalas, a tira pode ser facilmente removida. (1,8) As
vantagens deste tipo de transplante incluem a facil acessibilidade ao excerto, menor
risco cirurgico, capacidade melhorada de recolha de tecido cortical e nao ha
necessidade para anestesia geral. Ao contrario do transplante intraperitoneal, a
implantacao em locais extra ovaricos nao permite condicoes de temperatura, pressao,
fatores paracrinos e irrigacao 6timos para o melhor desempenho endocrino do tecido
ovarico, mas nao permite uma concec¢ao espontanea, como no transplante ortotopico.
(8) Uma vantagem partilhada pelas técnicas ortotopica e heterotopica é a producao de
concentracoes hormonais mais baixas que na THM farmacologica, para surtir o mesmo

efeito. (4)

Para realizar a implanta¢io subcutanea é transferida uma unica tira de tecido ovarico
criopreservado sendo esta, regularmente, substituida quando a sua funcao hormonal
comeca a dissipar-se. (1) As dimensdes ideais do excerto ainda nao sao conhecidas, pois
os valores sao dispares entre estudos, mas um tamanho inferior a 2x2 mm nao permite
uma boa funcdo. (42) Apods 4 a 5 meses do transplante de tecido ovarico os niveis de
estradiol aumentam e os de FSH e LH diminuem para valores pré menopausa,
juntamente com o desaparecimento de SVM e aparecimento de um ciclo menstrual

regular. (4)

Em pacientes com doencas autoimunes ou genéticas, o transplante autélogo nao é
possivel e estas mulheres tem de recorrer a tecido alogénico, ou seja, de outras
mulheres. (8) Silber et al. demonstraram, num par de gémeas monozigoticas, o inicio
do ciclo menstrual ovulatério e nivel normal de FSH, 77-142 dias ap6s o transplante de

tecido ovarico fresco entre as irmas. Adicionalmente, foram reportados dois nados
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vivos apods o transplante de tecido ovarico fresco e outro com recurso a tecido ovarico

criopreservado. (43)

1.6.2 Fatores que influenciam a funcao do excerto

Varios fatores exercem influéncia sobre a funcao endoécrina do excerto de tecido
ovarico, entre eles o tempo de revascularizacdo e, consequente periodo de isquemia, a

grossura do excerto, a quantidade de tecido utilizado, entre outros.

Varios estudos confirmam uma perda de menos de 10% da reserva folicular no processo
de congelamento e descongelamento do tecido ovarico. Contudo, a maioria das perdas
ocorre no processo de revascularizacao. Menos de um quarto dos foliculos recolhidos
tornam-se funcionais depois da transplantacao, ou seja, o autotransplante nao permite

um retorno total a fertilidade do momento da recolha. (1)

A isquemia, resultante do periodo necessario para a revascularizacao, ¢ a perfusao
insuficiente, reducdo do fluxo sanguineo, deplecdo do armazenamento de energia
celular e acumulacao de toxicos do metabolismo, que podem levar a morte celular. (45)
O principal mecanismo que explica a lesdao por isquemia sao os danos nos lipidos, DNA,
enzimas e proteinas estruturais que ativam uma resposta isquémica-inflamatoria com
migracao de macroéfagos e neutrdfilos, resultando em destruicéo e fibrose do tecido. Se
os tempos de isquemia forem superiores a varios dias, o dano provocado nos foliculos
pode ser irreversivel. (8) Um estudo em ratos permitiu demonstrar o papel da isquemia
na deplecao da reserva ovarica, ja que esta diminuiu quando foi usado tecido ovarico

criopreservado vs tecido fresco, para o posterior transplante nestes animais. (46)

A posicao anatomica dos foliculos em relacao ao ovario, na camada superficial, permite
que estes beneficiem de imediato com a formagdo de novos vasos. Assim, avancos
cientificos na neovascularizacao parecem ser o melhor mecanismo para prevencao da

isquemia e subsequente perda de reserva folicular. (8)

Por outro lado, a grossura do excerto deve ser a conveniente, de maneira a permitir a
penetracdo completa dos criopreservantes e, deste modo, aumentar a sobrevivéncia do
excerto e minimizar o nimero de foliculos perdidos. Protocolos recentes apontam para
uma espessura de 1 a 2 mm como sendo a ideal para os processos de congelamento
lento ou vitrificacao, e impedir a formacao de cristais de gelo durante o processo de

congelamento e descongelamento. Uma espessura inferior a 1 mm mostrou nao
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aumentar a perfusao de oxigénio pelo excerto mas pelo contrario, aumentou a perda de

foliculos primordiais e nao melhorou o processo de neovascularizacao. (8)

Adicionalmente, a quantidade de tecido usado exerce influéncia na reserva folicular
preservada e consequente funcdo endocrina pretendida. A técnica atual utiliza
fragmentos do cortex do ovario o que apenas permite conservar uma parte da reserva
folicular. O transplante de ovario inteiro pode ser uma solucao para este problema, ja
que restaura a totalidade dos foliculos primordiais. Além do mais, com esta técnica a
revascularizacdo torna-se mais facil jA que ndo envolve somente o cortex mas todo o
pediculo vascular do ovario. (8)

Porém, o transplante do ovario como um todo tem varias desvantagens tais como:

« Risco superior de lesdo no processo de criopreservacao, visto que a espessura
superior impede a difusao homogénea dos produtos criopreservantes.

« Lesao da vasculatura aquando da criopreservacao.

« Dificuldade da anastomose cirargica devido ao tamanho reduzido da artéria
ovarica (0,5mm de diametro) e do pediculo vascular (5 cm de
comprimento).

« Risco superior de complicagdes vasculares pos-operatéorio como por exemplo:
hemorragia na anastomose, pseudoaneurisma, estenose e trombos
microvasculares.

» Risco de perda total do ovario.
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Capitulo 2. Objetivos

Com este trabalho pretende-se investigar a eficacia da criopresevacao do tecido ovarico

na resolucao dos sintomas vasomotores, nas seguintes vertentes:

Comparada com a THM farmacologica;

Possibilidade da restauracao da funcao endocrina;

Influéncia da remocao de tecido ovarico na reserva ovarica e idade natural da
menopausa;

Duracao do transplante de tecido ovarico como THM;

Aceitabilidade da populacao feminina a técnica;

Novas formas de melhorar a criopreservacao de tecido ovarico para resolucao de
SVM;
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Capitulo 3. Metodologia

\

Foi realizada uma ampla pesquisa bibliografica, recorrendo a plataforma digital
PubMed. A pesquisa foi realizada entre outubro de 2022 e janeiro de 2023 e foram
usadas as seguintes palavras-chave: menopausa; criopreservacao e transplante tecido

ovarico; terapia hormonal de substituicao.

Como critérios de inclusao foram usados os seguintes: sexo feminino, artigos dos
ultimos 5 anos, estudos apenas em humanos e idioma inglés ou portugués. Foram
definidos como critérios de exclusao artigos referentes maioritariamente a pacientes

oncologicos e sobre a preservacao da fertilidade.

Adicionalmente, foram consultados pareceres e guidlines do Consenso de menopausa
da Sociedade Portuguesa de Ginecologia, da American Society of Reproductive
Medicine, American College of Physicians, American College of Obstetricians and

Gynaecologists e North American Menopause Society.
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Capitulo 4. Resultados e Discussao

4.1 Terapia Hormonal na menopausa farmacolégica vs

Terapia Hormonal na menopausa com tecido ovarico

A THM farmacolbgica é uma terapéutica amplamente utilizada hé varias décadas, por

ser tao eficaz no tratamento de SVM e ndo apresentar efeitos adversos significativos.

Esta é também barata e as diferentes formulagoes existentes permitem uma boa

adaptacdo para cada mulher. A THM tecidual tenciona tornar-se uma técnica mais

fisiologica e resolver falhas da THM farmacologica. Com a tabela 1 pretende-se

comparar a THM farmacologica com a THM tecidual, avaliando as duas técnicas em

diferentes parametros e, desta forma, concluir qual sera o procedimento com melhor

relacdo risco-beneficio.

THM farmacoloégica

THM tecidual

Hormonas Estrogénio e | Estrogénio,progesterona,inibina,relaxina,an

secretadas progesterona drogéneos,hormona antimulleriana, fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1

Tipo de | Plateau Pulsatil

secrecao

hormonal

Finalidades Tratamento sintomas | Restauracao da fertilidade, tratamento

da menopausa, inducao

da puberdade.

sintomas da menopausa, inducao da

puberdade e atraso da menopausa.

Idade 6tima

Idealmente iniciada nos

primeiros 10 anos da

A recolha de tecido deve ser realizada entre

0s 20 e 25 anos. A implantacao deve ser

menopausa e nao | feita aquando do inicio dos sintomas.
depois dos 60 anos.

Duracao Enquanto for | Incerta, depende mulher para mulher. Pode
administrado o | atingir os 10 anos.
farmaco.

Eficacia Superior a  THM | Permite restaurar a funcao endocrina na
tecidual. maioria dos casos.

Riscos Apresenta varios efeitos | Associado a risco cirargico. Sao reportadas

adversos: TEV, cancro

do ovario, etc.

complicacoes sérias em 2 a 7,1 mulheres por

cada 100 submetidas a laparoscopia de
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recolha de cortex ovarico.
Interrupcao Pode ser interrompida | Apds recurso a técnicas cirurgicas, processo
tratamento a qualquer momento. mais demorado.
Custos Terapéutica Procedimento bastante dispendioso, inclui
amplamente custos cirdrgicos, armazenamento de tecido
usada.Custo baixo. criopreservado e, possivelmente, a
reimplantacao.

Tabela 1- THM farmacologica vs THM tecidual (3,4,5,7,9,21,47).

Outros tratamentos para a menopausa tem-se demonstrado eficazes e mais seguros que
o uso de farmacos. Sdo bons exemplos a terapia cognitiva e de comportamento,

mindfullness, exercicio fisico regular entre outros. (48)

4.2 O eficacia do transplante autélogo de tecido ovarico
criopreservado na restauracao da funcao enddcrina

Em 1999, Oktay et al. realizaram o primeiro autotransplante de tecido ovarico
criopreservado, cujo objetivo era aliviar os sintomas da menopausa que ndo eram
tratados com sucesso usando THM. (1,57) O primeiro ovario foi removido aos 17 anos e
aos 28 anos foi retirado o outro, por complicacoes de endometriose, com subsequente
insuficiéncia ovarica. O transplante teve lugar um ano apos a recolha de tecido ovarico
e restaurou o desenvolvimento folicular e a producao de estrogénio e progesterona.
Contudo, nao foi possivel retirar conclusdes a longo prazo porque, no ano seguinte, a
densidade folicular ja era baixa, consequéncia da insuficiéncia ovérica pré-transplante.
No entanto, foi possivel confirmar a possibilidade de reabilitacdo da fun¢do enddcrina

com recurso a esta técnica, mas nao a longo prazo. (1,57)

De forma a provar que este efeito é possivel a longo prazo, numa meta analise de 2017
foram estudados 309 casos de autotransplantes de tecido ovarico criopreservado, nos
quais 246 mulheres queriam retomar ao periodo fértil e 9 desejavam, unicamente, um
retorno da funcdo endécrina ovarica. Cerca de 40% das mulheres foram capazes de
produzir um nado vivo e 85,2% tinham a sua fun¢do enddcrina ovéarica prolongada
cerca de 25,6 a 26,9 meses, por excerto, definida pelos niveis fisiologicos de Estradiol
E2 e producao e desenvolvimento folicular. Se no momento do transplante a
menopausa ja se tivesse estabelecido a funcido endocrina era restaurada em apenas

63,0% destes casos. Existem trés razoes pelas quais a funcdo enddcrina nao era
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restaurada: a IOP estava presente antes da CTO, foi preservada uma quantidade

inadequada de tecido ovarico ou a CTO realizou-se em idade avancada. (29)

Petrokovski, Zharov et al. submeteram cinco mulheres de idades 28.2+/- 4,3 anos a
transplantes heterotopicos de tecido ovarico com o intuito de controlar os sintomas da
menopausa. Foi recolhido aproximadamente 20-25% de um ovéario e aos 47,4+/-5.1
anos foram realizados os autotransplantes, depois de ter ocorrido a menopausa de
forma natural. Quatro dos transplantes funcionaram e um teve de ser removido devido
a infecdo. O excerto demorou cerca de 9+/-2,6 semanas para adquirir funcao e, apos
seis meses, os quatro excertos continuavam com a produc¢ao hormonal e uma melhoria

dos sintomas da menopausa. (1)

Com os dados fornecidos pelos estudos acima citados e a representacao grafica da
reserva ovarica pos transplantacao (figura 3) é possivel afirmar que a funcao enddcrina
do ovario é restaurada apos o transplante de tecido ovarico criopreservado, mas nao é

capaz de igualar a reserva do momento da recolha.

Hormonal restoration by OTC

1000000

Biopsy

:’ = E' OTR

§

oTC

NGF (population log,, scale)

-10 o 10 20 30 4“0 S0 [ 70

Age (in months from conception to birth; in years from birth to menopause)

OTC: ovarian tissue blopsy and cryopreservation; OTR: ovarian tissue reimplantation; NGF: non-growing follicies

Figura 3- A restauracao da reserva ovarica apos o transplante de tecido
ovarico criopreservado. (5)

Esta técnica esti longe de ser perfeita. Sao necessarios varios transplantes para obter
um tempo 6timo de funcdao endoécrina, ndo se sabe ao certo a quantidade 6tima de
foliculos primordiais e tecido ovarico a recolher e ainda ndo esta bem determinado se a
secrecao hormonal é fisiologica, ou seja, pulsatil e sustentavel em concentracoes que

tratem os sintomas da menopausa, em todas a mulheres.

Para além do mais, a idade de recolha do tecido é um fator crucial para o sucesso da

técnica, porque a reserva ovarica diminui com a idade e o excerto perde foliculos apos o
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transplante, devido a processos de isquemia temporaria. Sao precisos cerca de 3 a 6
meses até a peca de tecido ovarica transplantada funcionar endocrinologicamente e,

portanto, o alivio dos sintomas da menopausa nao é imediato. (1)

4.3 Influéncia da remocao de tecido ovarico na reserva
ovarica e na idade natural da menopausa em mulheres
saudaveis

A fim de tornar o autotransplante ovarico um tratamento eletivo para controlar
sintomas da menopausa e aumentar o tempo fértil, é necessario perceber se este

procedimento pode provocar insuficiéncia ovarica prematura (IOP).

Para isto, varios estudos utilizando ooforectomias unilaterais (OUL) vs grupos controlo
determinaram que a idade média do inicio da menopausa nas mulheres submetidas a
cirurgia era, ligeiramente, menor. (1) A realizacao de OUL em 24,152 mulheres pré
menopausa demonstrou um aumento de probabilidade do surgimento de IOP e
menopausa precoce. (9) Ja num estudo envolvendo 30 mulheres de idades inferiores a
46 anos, submetidas a OUL, estas atingiram a menopausa 4,4 anos mais cedo que as

227 mulheres histerectomizadas com preservacao bilateral dos ovarios. (49)

Apenas dois estudos avaliaram a influéncia da idade de recolha de tecido ovéarico e a
idade de surgimento da menopausa. (1) Num destes estudos, se o tecido fosse recolhido
aos 20,30 e 45 anos, a idade média da menopausa era aos 44,7, 46,3 e 48,7 anos,
respetivamente. (50) Estudos mais recentes apontam para o aparecimento da

menopausa um ano mais cedo em mulheres submetidas a OUL com idade média de

47,8 anos. (51)

No entanto, nao é possivel confirmar com certeza uma relacao direta entre o risco de
desenvolver IOP e a idade da paciente aquando da OUL, mas antes que, quanto mais
cedo é realizado este procedimento, mais cedo é a menopausa. (1) Adicionalmente, a
insuficiéncia ovarica primaria parece ter uma base genética com cerca de 50 genes que

podem ser mutados. (4)

A remocao de cinco a seis pecas de 1 cm de largura e 0,5 mm de espessura nao
demonstrou ter impacto negativo na fertilidade ou idade de surgimento da menopausa.
(5) Ainda nao é claro a quantidade 6tima de ovario a ser retirada ou a quantidade de
tiras do cortex e as suas dimensoes ideais, mas esta nunca sera uma OUL, podendo

resultar numa menopausa precoce, mas nunca induzir uma IOP. (1)
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Vérios estudos sugerem uma remocao de até 30% do ovario, como aquela que tera
menor repercussao na reserva folicular da mulher. Todavia, a idade de recolha de
tecido parece ser o fator que exerce maior influéncia na manutencao da reserva ovarica,
sendo que quanto mais cedo € feita a recolha de tecido, mais anos férteis sao perdidos.

(1,5,9)

4.4 Duracao do transplante ovarico de tecido
criopreservado

A presenca ou nao de foliculos primordiais aquando da recolha de tecido ovéarico, para
posterior reimplantacdo, é um fator decisivo para a duracao do excerto, visto que

quando presentes, a fun¢ao ovarica foi restaurada na maioria dos casos. (5)

Como forma de prolongar a durabilidade do procedimento, o transplante tem de ser
repetido passados alguns anos. (9) Através do uso desta técnica, é possivel restabelecer
funcao endocrina e esta ser mantida por um periodo igual ou superior a 4 ou 5 anos e
atingir os 9 anos dependendo da densidade folicular no momento da recolha do tecido.

(4,23,24)

No entanto, ainda nao foi possivel determinar ao certo a duracdo do transplante
ovarico, porque estudos diferentes obtiveram periodos distintos. Um estudo realizado
em cinco mulheres de idade média 19 anos submetidas a recolha de tecido ovarico e
reimplante anos depois, reportaram atividade ovarica durante 6 a 7 anos, que podia ser

estendida até aos 12 anos se o processo fosse repetido. (5)

Num pequeno estudo de descricao de casos clinicos, em duas mulheres de 46 e 49 anos,
apos 3-4 meses da transferéncia de tecido ovarico fresco para a parede abdominal, a
funcao enddcrina do excerto manteve-se por 2 a 4 meses. Num estudo semelhante, uma
mulher de 47 anos submetida a um TTO, para o antebraco, a funcao endbcrina ovarica

permaneceu por 5 a 6 meses. (9,52)

Em 2017, foram realizados 309 transplantes com um terco de ovario criopreservado em
mulheres de idade médias de 29,3 anos, com uma longevidade de 26,9 meses. (29)
Num caso de uma mulher de 46 anos submetida a transplante de 10 tiras de cortex
ovarico no tecido subcutaneo do musculo reto abdominal, foi possivel manter funcao

endocrina por 12 meses. (53)
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Um estudo realizado, ao longo de um ano, em 49 mulheres com idade média de 30
anos, submetidas a transplantes ovaricos ortotopicos, em 16 destas nao se documentou
funcdo endocrina, ao fim de um ano. (54) De forma semelhante, num estudo
envolvendo 92 mulheres com patologia oncoldgica, a funcdo endoécrina do excerto

ovarico nao estava presente em 31,5% dos casos, ap6s um ano. (47)

Contudo, nao podemos tirar conclusoes diretas destes estudos, visto que todos obtém
resultados diferentes e a maioria deles sdo realizados em mulheres submetidas a
tratamentos oncolégicos e s6 posteriormente a criopreservacao de tecido ovarico, com
vista na preservacao da fertilidade e ndo no tratamento dos sintomas associados a
menopausa. Deste modo, a recolha de tecido ovarico é, por norma, realizado mais cedo,
quando comparado com mulheres saudaveis que recorrem a técnica para atrasar a

menopausa.

Adicionalmente, é importante relembrar que durante todo o processo de
criopreservacao e transplante, parte da reserva folicular é perdida para processos de

isquemia, o que ainda reduz mais o tempo de semi vida do excerto ovarico. (8,9)

4.5 Recetividade da populacao feminina ao uso de tecido
ovarico criopreservado como THM

Num estudo a uma populacao feminina (15-35 anos), tentou-se determinar a
recetividade ao uso de criopreservacao de tecido ovarico e de o6citos, para preservacao

de fertilidade e tratamento de SVM, usando um questionario. (6)

Este estudo demonstrou que quanto maior o grau de formacao académica/literacia,
mais suscetivel a ideia de criopreservacao de tecido ovarico as mulheres se encontram,

ja aidade nao demonstrou ser um fator influenciador. (6)

Quando questionadas sobre o uso desta técnica para o tratamento dos sintomas da
menopausa, a maioria das mulheres nao se mostrou preocupada com o surgimento
destes sintomas e cerca de 62,1% considerou usar a terapia hormonal para alivio
sintomatico, sendo que 41,1% preferia a THM tecidual e 19,8% a THM farmacolbgica.
Ainda que a terapia natural se demonstrasse menos efetiva, 61% das mulheres
continuavam a preferir esta técnica. No entanto, ha considerar que cerca de 39,1% das

mulheres rejeitaram qualquer THM. (6)
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Um importante fator na decisao da recolha de tecido ovarico é o momento de realizacao
deste procedimento cirargico. A recetividade a técnica aumentou substancialmente se

esta fosse realizada aquando de uma cesariana ou outra cirurgia abdominal. (6)

A dupla possibilidade em usar a recolha e posterior criopreservacao de tecido ovarico
para preservacao de fertilidade e para tratamento futuro dos sintomas da menopausa,
tornou esta técnica mais apelativa, ainda que coloque, por esta mesma razao, a idade de
recolha de tecido preferencialmente entre os 31-35 anos, que, como ja referido

anteriormente, nao é a idade 6tima de recolha de tecido ovérico. (6)

4.6 Novas técnicas de criopreservacao e transplante
ovarico

De forma a tornar o autotransplante de tecido ovarico criopreservado uma realidade
corrente no tratamento dos sintomas da menopausa, € necessario progredir nas

técnicas de congelamento, descongelamento, transplantacao e revascularizacao.

Como referido anteriormente, durante o processo de congelacdo e descongelacao
perde-se uma pequena quantidade de foliculos, mas é na revascularizacdo que morre
uma maior percentagem. Este é um processo que demora, em média, 10 dias. Para
melhorar os outcomes desta técnica e prevenir os cerca de 2/3 de foliculos que podem
sofrer apoptose durante os 10 dias, devemos procurar novas técnicas para a reducao

deste tempo. (1)

O stress oxidativo e a isquemia podem ser reduzidos se forem injetados produtos que
aumentem a revascularizacao como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

ou a esfingosina-1-fosfato (S1P). (23,38)

A Esfingosina-1-fosfato é um fosfolipido mensageiro e fator supressor da apoptose que
parece melhorar o processo de revascularizacio e sobrevivéncia de foliculos
primordiais, para além de acelerar o processo completo de revascularizacao para
apenas 2 a 3 dias e duplicar a densidade microvascular ao décimo dia. Contudo, esta
molécula é ainda experimental e ndo estd aprovada para uso clinico, mas o FTY-720
(Fingolimod), usado no tratamento da esclerose multipla, pensa-se ter um efeito

semelhante, encontrando-se ainda em estudo. (1,2,38)

Existem outras moléculas a serem estudadas que poderao ter a capacidade de aumentar

a longevidade do excerto ovarico pds criopreservacao e descongelamento, como por
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exemplo: células estaminais, fatores de crescimento como a eritropoetina (EPO), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF),antioxidantes (vitamina E) androgénios,

entre outros. (1,38)

O VEGF permite reduzir o tempo de isquemia e aumentar a reserva folicular por ser a
principal molécula envolvida na formacdo de novos vasos a partir de vasos pré
existentes, aumentando desta forma a densidade vascular. (58) O uso de duas
isoformas de VEGF, o VEGF111 e o VEGF165, ja foram testadas em modelos animais.
Estes, juntamente com uma matriz de colagénio, permitem aumentar o recrutamento

de novos vasos e diminuir a hipdxia. (59,38)

Varios fatores estao envolvidos na expressao de genes de crescimento endotelial
vascular, sao estes o estimulo da hipoxia, as citocinas e os fatores de crescimento. Ainda
ha uma certa controvérsia a volta da estimulacdo da VEGF pelo FSH e LH, mas foi
demonstrado, recentemente, que a cultura do tecido ovarico num meio rico em
gonadotrofina humana de mulheres em menopausa (GHM) aumentou 1.6-6.5 vezes a

expressao de VEGF e a sobrevivéncia dos foliculos apés TTO em 1.2-1.5 vezes. (38)

Também podemos aumentar a eficicia desta técnica melhorando as membranas de
neovascularizacdo. A AlloDerm é um biomaterial, mais propriamente, uma matriz de
tecido extracelular descelularizado, que preserva o ambiente nativo do tecido, por ser
imunologicamente inerte, promove a proliferacdo celular (fibroblastos) e reduz a
resposta inflamatéria. Esta membrana sintética ja é amplamente usada na reparacao de
tecidos, reconstrucoes e na formacao de pontes tecidulares, principalmente na

medicina dentéria e na reparacao de feridas na pele. (1,2,60)

As lesoes de isquémia-reperfusiao causadas por varios radicais livres, representam um
fator deletério para o tecido ovérico. O uso de antioxidantes naturais ou exégenos como
o acido ascorbico, manitol, vitamina E, melatonina e oxitetraciclina, permitem a
neutralizacao destes radicais e aumentar a taxa de sobrevivéncia folicular.(38) Scalercio
et al. recorreram a um anélogo da vitamina E, o trolox, que permitiu melhorar a
qualidade folicular e evitou a apoptose de células do estroma, ao injeta-lo no tecido

ovarico antes da recolha do tecido.(8,61,62)

Avancos no desenvolvimento de moléculas que otimizem o processo de

revascularizacio parece ser uma boa forma de melhorar a criopreservagao e transplante

24



Criopreservacdo e autotransplante de tecido ovarico como forma de terapia hormonal da menopausa -
perspetivas futuras

de tecido ovarico. Deste modo, sdo necessarios mais estudos sobre estas moléculas com

aplicacdo futura a esta técnica.

25



Criopreservacdo e autotransplante de tecido ovarico como forma de terapia hormonal da menopausa -
perspetivas futuras

Capitulo 5. Conclusao e Perspetivas futuras

Com base na literatura consultada, a transplantacao de tecido ovarico para tratamento
hormonal na menopausa mostrou as seguintes vantagens:
1. Retorno da fun¢@o endocrina na grande maioria dos casos;
2. Secre¢ao hormonal pulsatil;
3. Producdo mais fisiol6gica de hormonas que tém fung¢des importantes na pos
menopausa, como por exemplo, a supressao tumoral e o aumento da massa
Ossea saudavel,
4. Outras finalidades, como a preservacao de fertilidade e inducao da puberdade;
Mas também mostrou ter inconvenientes como:
1. Usar métodos invasivos;
Riscos cirurgicos;
Ter um custo elevado;

Ser uma técnica demorada;

A I

Possuir janelas restritas para recolha de tecido (idealmente entre os 20-25
anos);

A quantidade concreta de tecido a recolher permanece incerta;

A remocao de tecido ovarico resulta numa perda de anos férteis;

Nao garante eficacia a 100%;

© ®© W o

A duracao do excerto € imprevisivel;

10. Necessitar de mais do que uma implantacao tecidual, de forma a prolongar o
tempo de substituicdo hormonal;

11. Efeitos da THM tecidual nos SVM, reducdo da libido, alteragdes do sono e

prevencao da osteoporose, cancro da mama e aterosclerose, ainda com estudos

insuficientes;

O transplante de tecido ovarico criopreservado é, sem davida, uma op¢do que podera
vir a ser muito 1til e a tnica opcao em determinadas situacOes para a restauracao da
funcao endocrina e da fertilidade. Contudo, o uso desta técnica, em mulheres saudaveis
para tratar os sintomas da menopausa, estd ainda muito longe de se tornar uma
realidade corrente. H4, por isso, uma grande necessidade de se prosseguir a
investigacdo cientifica para avaliar a eficicia, seguranca e desenvolver novas técnicas

que melhorem o rendimento deste procedimento, devendo a investigacao incidir sobre:

1. Moléculas como o VEGF, vitamina E, S1P, AlloDerm, fatores de crescimento,

antioxidantes, androgénios, entre outros, que permitem aumentar a densidade
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vascular e diminuir os radicais livres, para desta forma, aumentar a taxa de
sobrevivéncia folicular e diminuir os danos de isquemia inerentes do periodo de
revascularizacao tecidual.

2. Novas técnicas cirdrgicas e aperfeicoamento das existentes. Uma recente técnica
laparoscopica constituida por dois passos e, teoricamente, induz processos de
neovascularizagdo mais precoces. Em primeiro lugar, é criada uma bolsa
peritoneal com o objetivo principal de induzir a angiogénese uma semana antes
do TTO e, posteriormente, é transplantado para o local o tecido ovarico
criopreservado. (38)

3. Técnicas de imagem como a tomografia de coeréncia 6tica (TCO) que permite
com eficicia e precisao detetar e contar o nimero de foliculos primordiais, em
modelos humanos, e detetar a presenca de células malignas no tecido ovérico,
para desta forma tornar mais facil a determinacao da quantidade de tecido

6tima a ser recolhido. (38)

A palavra-chave para a implementacao desta técnica € a individualizacao. O transplante
de tecido ovérico criopreservado podera apenas ter beneficios tendo em conta alguns
dos seguintes critérios: (1)

. Avaliar a reserva ovarica antes da recolha de tecido, de forma a evitar o
procedimento em mulheres com a reserva ja diminuida.

. Idade limite de recolha <40 anos.

. Informar as mulheres dos possiveis beneficios, riscos e alternativas a este
procedimento e que este nao traz garantias absolutas de funcionamento.

. Quando possivel, a recolha de tecido deve ser realizada em simultdneo com uma
cirurgia pélvica medicamente necessaria.

. Preferir o transplante heterot6pico se o objetivo é, unicamente, a restauracao da
funcao endébcrina.

. De forma a minimizar o risco de indu¢do de menopausa precoce, limitar a

recolha de tecido a menos de 30% do ovario.

Apesar dos intimeros beneficios do transplante de tecido ovarico criopreservado, penso
que este ndo é uma técnica que va ser usada na pratica clinica corrente e num futuro
proximo. Idealmente, deve apenas ser realizada a recolha, se a mulher for submetida a
uma cirurgia pélvica por outras razdes, como por exemplo, uma cesariana, o que reduz
ainda mais o namero de casos com indicacao para a terapéutica. A populacao alvo para

este procedimento poderdo ser mulheres que o usem com duas finalidades: a
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restauracdo da fertilidade e da funcdo endécrina, tornando-o desta forma custo-

rentavel e apelativo.
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