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Resumo 

 

Os avanços no diagnóstico e no tratamento do cancro aumentaram significativamente 

a esperança de vida das doentes oncológicas. No entanto, o tratamento oncológico é 

frequentemente gonadotóxico e pode induzir falência ovárica prematura e 

infertilidade. A criopreservação de tecido ovárico (TO) prévia à terapêutica oncológica 

tem-se revelado uma técnica promissora, já que após o transplante do TO é possível 

repor a função endócrina e a fertilidade. No entanto, uma das limitações desta técnica 

é a sua curta longevidade, devido a perda de mais de 50% dos folículos primordiais, 

condicionada pela isquemia que se verifica até ser estabelecida a revascularização do 

enxerto. 

A angiogénese é um processo complexo e fundamental em alguns processos da 

fisiologia da reprodução na mulher, nomeadamente no desenvolvimento folicular e na 

formação do corpo amarelo. A estimulação da angiogénese pode ser realizada através 

da utilização de fatores angiogénicos, designadamente o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF) e o fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF). 

O objetivo deste trabalho foi otimizar a função e a duração do enxerto de TO 

criopreservado, através do desenvolvimento de estratégias para melhorar a 

angiogénese. 

Em primeiro lugar, um modelo de cultura tridimensional (3D) com uma matriz de 

alginato foi comparado com a cultura convencional. O TO de rato pós-criopreservação 

foi mantido em cultura durante 72 horas. Posteriormente foi realizada a avaliação 

histológica e imunohistoquímica (IHQ) do tecido, com a análise dos folículos e do 

estroma e a quantificação da proliferação e da apoptose, bem como a avaliação da 

citotoxicidade pela quantificação de LDH no meio de cultura. Verificou-se mais 

degenerescência folicular, necrose e edema do tecido, bem como menor proliferação 

nas células do estroma na cultura 3D. Após 48 horas de cultura, a matriz de alginato 

não se revelou superior à cultura convencional. Porém, a matriz de alginato pode ser 
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uma estratégia para avaliar o efeito de um estímulo terapêutico in vitro, uma vez que 

permite um maior contacto das moléculas com as células ou o tecido. 

Posteriormente foi validado o protocolo de criopreservação de TO para aplicação, em 

rato. Assim, foi comparado o TO fresco com o TO submetido a criopreservação lenta 

e descongelação, de acordo com o protocolo utilizado na prática clínica. O tecido 

também foi avaliado por histologia e IHQ, adicionando a análise da vascularização, 

bem como a realização de um array de angiogénese. Verificou-se que o protocolo 

utilizado não se mostrou deletério para o TO de rato, preservando a densidade folicular 

e a morfologia do TO, com diminuição da apoptose. Adicionalmente constatou-se um 

aumento da vascularização do TO após criopreservação, com alteração da expressão 

génica. 

Por fim, foram avaliados vários estímulos angiogénicos, nomeadamente o VEGF, o 

FGF e a hMG, com estudo in vitro e in vivo em modelo de rato, bem como a exposição 

in vitro do TO humano a exossomas. 

O efeito do VEGF, do FGF e da hMG foi estudado através da suplementação em 

cultura do TO de rato pós-criopreservação. Foi realizada a avaliação histológica e IHQ 

do tecido, bem como a avaliação da expressão génica no tecido e de angiopoietina-2 

no meio de cultura. Tendo em conta os resultados do estudo in vitro, realizou-se o 

estudo in vivo com o autotransplante heterotópico de TO. A suplementação com hMG, 

isoladamente ou em associação a VEGF e a FGF, não condicionou a alteração da 

expressão dos genes relacionados com a foliculogénese e associou-se a maior 

proliferação no tecido, com a preservação dos folículos primordiais. Após o transplante, 

a suplementação tripla aumentou a densidade vascular, preservando a viabilidade do 

tecido. Neste trabalho experimental foi realizada, pela primeira vez, uma 

caracterização pormenorizada da expressão de genes relacionados com a angiogénese 

no TO após a cultura com os diferentes estímulos, tendo-se verificado a alteração da 

expressão de Col4a3, de Col18a1, de Egf, de Epas1, de FgFr-3, de Figf, de Hif1α, de Kdr 

e de Tie1. 

A cultura de TO pós-criopreservação com exossomas foi realizada pela primeira vez 
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neste trabalho experimental, em que o TO humano foi avaliado por histologia e IHQ, 

como referido previamente, e por imunofluorescência para análise da internalização 

dos exossomas no TO. A aplicação in vitro de exossomas derivados de células 

mononucleares do cordão umbilical aumentou a área vascular no tecido, sendo uma 

estratégia promissora para melhorar a angiogénese do TO. 

Em suma, com este trabalho experimental foi possível desenvolver uma metodologia 

de cultura 3D de TO, validar o protocolo de criopreservação para aplicação em TO de 

rato e identificar diferentes estratégias para estimular a angiogénese no TO. Estes 

resultados permitem perspetivar trabalhos futuros, com o intuito translacional de 

melhorar a longevidade do transplante e otimizar a técnica de criopreservação de TO 

para preservação da fertilidade feminina. 
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Abstract 

 

Advances in cancer diagnosis and treatment have significantly increased the survival of cancer 

patients. However, cancer treatment is often gonadotoxic and can induce premature ovarian 

failure and infertility. Ovarian tissue (OT) cryopreservation prior to cancer therapy has proved 

to be a promising technique, since endocrine function and fertility can be restore after OT 

transplantation. However, one of the limitations of this technique is its short longevity, due to the 

loss of more than 50% of primordial follicles, influenced by the ischaemia that occurs until graft 

revascularization is established. 

Angiogenesis is a complex and fundamental process in the physiology of reproduction in women, 

namely in follicular development and in the formation of the corpus luteum. Stimulation of 

angiogenesis can be performed using angiogenic factors, namely vascular endothelial growth factor 

(VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF). 

The objective of this work was to optimize the function and duration of cryopreserved OT graft, 

by developing strategies to improve angiogenesis. 

First, a three-dimensional (3D) culture model with an alginate matrix was compared with the 

conventional culture. Post-cryopreservation rat OT was maintained in culture for 72 hours. 

Subsequently, the histological and immunohistochemical (IHC) evaluation of the tissue was 

performed, with the analysis of follicles and stroma and the quantification of proliferation and 

apoptosis, as well as the evaluation of cytotoxicity by quantification of LDH in the culture 

medium. There was greater follicular degeneration, tissue necrosis and oedema, as well as less 

proliferation in stromal cells in the 3D culture. After 48 hours of culture, the alginate matrix did 

not prove to be superior to the conventional culture. However, the alginate matrix can be a strategy 

to evaluate the effect of a therapeutic stimulus in vitro since it allows greater contact of the 

molecules with cells or tissue. 

Subsequently, the OT cryopreservation protocol was validated for application in rats. Thus, fresh 

OT was compared with OT submitted to slow cryopreservation and thawing, according to the 

protocol used in clinical practice. The tissue was also evaluated by histology and IHC, adding 
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vascularization analysis, as well as performing an angiogenesis array. It was found that the 

protocol used was not deleterious to rat OT and preserved the follicular density and OT 

morphology, with decreased apoptosis. Additionally, an increase in OT vascularization was 

observed after cryopreservation, with altered gene expression. 

Finally, several angiogenic stimuli were evaluated, namely VEGF, FGF and hMG, with an in 

vitro and in vivo study in a rat model, as well as the in vitro exposure of human OT to exosomes. 

The effect of VEGF, FGF and hMG was studied through the supplementation in culture of the 

post-cryopreservation rat OT. Histological and IHC evaluation of the tissue was performed, as 

well as the evaluation of gene expression in the tissue and of angiopoietin-2 in the culture medium. 

Considering the results of the in vitro study, the in vivo study was carried out with the heterotopic 

autotransplantation of TO. Supplementation with hMG, alone or in association with VEGF 

and FGF, did not affect the expression of genes related to folliculogenesis and was associated with 

greater proliferation in the tissue, with preservation of primordial follicles. After transplantation, 

triple supplementation increased vascular density while preserving tissue viability. In this 

experimental work, for the first time, a detailed characterization of the expression of genes related 

to angiogenesis in the OT after culture with the different stimuli was performed, with alteration 

of the expression of Col4a3, Col18a1, Egf, Epas1, FgFr-3, Figf, Hif1a, Kdr and Tie1 being 

found. 

Post-cryopreservation OT culture with exosomes was performed for the first time in this 

experimental work, in which, as previously mentioned, human OT was evaluated by histology 

and IHC and by immunofluorescence to analyse the internalization of exosomes in OT. The in 

vitro application of exosomes derived from umbilical cord mononuclear cells increased the vascular 

area in the tissue and is a promising strategy for improving OT angiogenesis. 

In short, by means of this experimental work, it was possible to develop a methodology for 3D OT 

culture, to validate the cryopreservation protocol for application in rat OT and to identify different 

strategies to stimulate angiogenesis in OT. These results allow us to predict future work, with the 

translational aim of improving the longevity of the transplant and optimizing the OT 

cryopreservation technique for the preservation of female fertility. 
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O potencial reprodutivo na mulher está intimamente relacionado com o número de 

ovócitos existente no ovário num determinado momento. Este número é limitado e 

diminui natural e progressivamente com a idade, existindo aproximadamente 450 

ciclos ovulatórios na vida reprodutiva humana normal. Este declínio progressivo é 

atribuído à morte dos folículos, através do processo de atresia. Assim, o número 

máximo de ovócitos (6 a 7 milhões) é atingido antes do nascimento, às 20 semanas de 

gestação. Posteriormente, este número diminui progressivamente até à menopausa, 

sendo de aproximadamente 1 a 2 milhões ao nascimento, 300.000 a 500.000 na 

puberdade, 25.000 aos 37 anos, e cerca de 1.000 aos 51 anos, a idade média da 

menopausa (The American College of Obstetricians and Gynecologists Committee on 

Gynecologic Practice, 2002; Wallace & Kelsey, 2010). 

Além da idade, o potencial reprodutivo da mulher pode ser afetado por diversos fatores 

externos. Com a idade aumenta a probabilidade de surgirem condições que podem 

afetar adversamente a fertilidade, nomeadamente a endometriose. Adicionalmente, os 

antecedentes de cirurgia ovárica, quimioterapia, radioterapia, tabagismo ou infeção 

pélvica, bem como a história familiar de menopausa precoce, cursam com um risco 

aumentado de diminuição prematura do pool folicular e consequente declínio na 

fertilidade (Park et al., 2022; The American College of Obstetricians and Gynecologists 

Committee on Gynecologic Practice, 2002; Y. Wang et al., 2021). 

Assim, o potencial reprodutivo está relacionado com a fertilidade, que se define pela 

capacidade de estabelecer uma gravidez clínica, e que se distingue da fecundidade, que 

é definida clinicamente como a capacidade de ter um filho vivo (Zegers-Hochschild et 

al., 2017). A fecundidade diminui gradualmente com o aumento da idade, sendo a 

redução significativa a partir dos 32 anos e mais rápida após os 37 anos. Este padrão 

reflete a diminuição da qualidade ovocitária que se associa ao aumento gradual da 

concentração da hormona folículo-estimulante (FSH, do inglês, follicle-stimulating 

hormone) e à diminuição da hormona anti-Mülleriana e da inibina B (The American 

College of Obstetricians and Gynecologists Committee on Gynecologic Practice, 

2002). 

A infertilidade é definida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como uma 
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“doença caracterizada pela falha em estabelecer uma gravidez clínica após 12 meses de 

relações sexuais regulares e desprotegidas” (WHO, 2022). Posteriormente, o conceito 

foi expandido ao comprometimento da capacidade de uma pessoa se reproduzir como 

indivíduo ou com seu parceiro (Zegers-Hochschild et al., 2017). Este é um problema 

de Saúde Pública que afeta cerca de 10 a 15% da população, ou seja, 1 em cada 8 

casais (Direcção-Geral da Saúde, 2011). A incidência de infertilidade é superior após 

uma doença oncológica, com menor probabilidade de conseguir uma primeira gravidez 

(Anderson et al., 2018). 

A incidência de cancro tem vindo a aumentar na população. De acordo com o 

GLOBOCAN, em 2020 ocorreram cerca de 19,3 milhões de novos casos de cancro, 

dos quais cerca de 6,8% em idade reprodutiva, entre os 15 e os 39 anos de idade (Sung 

et al., 2021). De acordo com dados do National Cancer Institute, em 2021 4,6% de todos 

os novos casos de cancro ocorreram nesta faixa etária, com a sobrevivência a 5 anos de 

85,0% de acordo com os dados de 2011 a 2017 (National Cancer Institute, 2022). 

Em Portugal e segundo o Registo Oncológico Nacional (RON), verificou-se um 

aumento do número total de novos casos de 46.724 em 2010 para 50.151 em 2018. 

Em 2018, na população feminina, 11% dos casos de cancro foram diagnosticados em 

doentes com menos de 44 anos (Costa Miranda et al., 2021; RORENO, 2016). Neste 

contexto são particularmente relevantes os resultados terapêuticos dos cancros 

pediátricos, em que mais de 80% das crianças e adolescentes estão livres da doença 5 

anos após o diagnóstico, mas dois terços enfrentarão efeitos adversos tardios que 

podem afetar drasticamente a sua qualidade de vida a longo prazo (Demeestere, 2022). 

Os avanços recentes no diagnóstico e no tratamento do cancro, aumentaram 

significativamente a esperança de vida dos doentes oncológicos. Assim, o aumento da 

sobrevivência tem sido conseguido graças a terapêuticas agressivas, que são 

frequentemente gonadotóxicas, acelerando a depleção folicular e condicionando 

insuficiência ovárica prematura (IOP) e infertilidade (Anazodo et al., 2018; Gardino 

& Emanuel, 2010; Ronn & Holzer, 2013; Waimey et al., 2013).  

A par da incidência crescente de doenças oncológicas nos jovens e da melhoria dos 

resultados terapêuticos, verifica-se um adiamento da maternidade para a quarta década 
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de vida. De acordo com os nados nacionais, a idade materna ao nascimento do 

primeiro filho aumentou, passando de 29,7 anos em 2013 para 30,7 anos em 2020 

(PORDATA, n.d.). A mesma tendência é observada na Europa onde em 2013 a idade 

média ao nascimento do primeiro filho foi de 28,8 anos e em 2020 foi 29,5 anos 

(Fertility Statistics, 2022). Esta situação deve-se a vários motivos. Desde logo, uma 

tendência da sociedade, pela expansão da educação diferenciada, condições laborais 

exigentes e insegurança económica, aliadas à dificuldade em estabelecer relações 

estáveis, ao uso de métodos contracetivos eficazes e à baixa literacia (Martin, 2021; 

Nazaré et al., 2021). 

Tais factos, levam a que um número crescente de mulheres seja surpreendido por um 

diagnóstico oncológico antes de iniciar ou de terminar o seu projeto reprodutivo 

(Gardino & Emanuel, 2010; Silva & Almeida-Santos, 2015). Uma meta-análise 

recente em mulheres sobreviventes de cancro evidencia que a fertilidade não está 

alterada nas doentes com antecedentes de linfoma não-Hodgkin, melanoma e cancro 

da tiroide. No entanto, a probabilidade de ter um filho vivo está reduzida nas mulheres 

com antecedentes de cancro ósseo, da mama, do sistema nervoso central e do rim 

(Busnelli et al., 2020). 

Assim, a oncofertilidade surge como uma disciplina emergente que liga as 

especialidades da oncologia e da medicina da reprodução com o objetivo de maximizar 

o potencial reprodutivo de sobreviventes de cancro. O termo, cunhado em 2006 por 

Teresa Woodruff, marca o início de uma nova ofensiva na luta contra o cancro. A 

oncofertilidade é uma área interdisciplinar, sustentada numa rede integrada de 

recursos clínicos focados no desenvolvimento de métodos que visam preservar ou 

restaurar a função reprodutiva em doentes com cancro. O objetivo é atender a uma 

necessidade emergente dos doentes jovens, com o intuito de adicionar aos tratamentos 

oncológicos as opções de preservação da fertilidade (Woodruff, 2007). Além de 

envolver a discussão dos riscos para a fertilidade e das opções para a sua preservação, 

inclui ainda o apoio psicológico e a abordagem das complicações relacionadas, como 

atraso pubertário, irregularidades menstruais e disfunção sexual (Anazodo et al., 2018). 

A preservação da fertilidade compreende diversas intervenções, procedimentos e 

técnicas para preservar a capacidade reprodutiva (Zegers-Hochschild et al., 2017).  
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O risco de infertilidade após uma doença oncológica é difícil de definir, pois depende 

de múltiplos fatores, nomeadamente fatores relacionados com o doente, com a doença 

e com o tratamento.  

No que diz respeito à mulher e aos fatores relacionados com a doente, a idade é uma 

condição determinante, à qual acresce a fertilidade inicial (Silva & Almeida-Santos, 

2015). O seu potencial reprodutivo, ou seja, a sua fertilidade, pode ser avaliado através 

da reserva ovárica. A reserva ovárica é um termo geralmente usado para indicar o 

número e/ou qualidade dos ovócitos, refletindo a capacidade de reprodução (Zegers-

Hochschild et al., 2017). Esta pode ser avaliada através do número de folículos antrais 

por ecografia e dos níveis plasmáticos de hormona anti-Mülleriana, FSH e estradiol. 

Adicionalmente a reserva ovárica também pode ser aferida pela resposta ao teste de 

provocação com citrato de clomifeno e à estimulação com gonadotrofinas, bem como 

pela avaliação de ovócitos e/ou embriões durante um procedimento de Procriação 

Medicamente Assistida (PMA). A este respeito, não podemos deixar de referir que a 

amenorreia, corresponde à ausência de menstruação, mas não traduz infertilidade e só 

deteta o declínio da reserva ovárica numa fase terminal. Em contrapartida, a existência 

de ciclos menstruais regulares não exclui danos infraclínicos no ovário (Fritz & Speroff, 

2010). 

O impacto do tipo e do estadiamento da doença oncológica na fertilidade futura não 

é consensual. Os estudos nesta área são escassos e os resultados que comparam a 

resposta ovárica aos protocolos de estimulação para preservação da fertilidade são 

contraditórios (Alvarez & Ramanathan, 2018; R. S. Hussein et al., 2021; Johnson et 

al., 2013; Volodarsky-Perel et al., 2019). Num estudo retrospetivo com 531 doentes 

verificou-se que nos casos de neoplasias ginecológicas foi obtido um menor número de 

ovócitos maduros em comparação com as doentes com neoplasia hematológica e de 

mama (Alvarez & Ramanathan, 2018). Outro estudo retrospetivo com 147 doentes 

revelou que quanto maior o estádio da doença, menor o número de ovócitos maduros 

obtidos e de embriões criopreservados (Volodarsky-Perel et al., 2019). Mais 

recentemente, um estudo de coorte também retrospetivo com 96 doentes não mostrou 

diferenças nos resultados da estimulação ovárica com base no diagnóstico oncológico 

(R. S. Hussein et al., 2021). As doentes referenciadas para preservação da fertilidade 
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apresentaram reserva ovárica, resposta à estimulação e número de ovócitos e embriões 

semelhantes a outras mulheres com características semelhantes, avaliadas no âmbito 

de tratamentos de PMA ou para doação de ovócitos. As doentes que receberam letrozol 

necessitaram de doses mais altas de gonadotrofinas e produziram ovócitos mais 

imaturos, sugerindo que a resposta à estimulação ovárica pode ser prejudicada na 

presença de tumores hormonodependentes sob letrozol (Johnson et al., 2013). 

No que diz respeito aos tratamentos, há múltiplos fatores que afetam a fertilidade, 

nomeadamente o tipo, a dose e a duração do tratamento, o local e a dose da 

radioterapia e o tipo de cirurgia (Silva & Almeida-Santos, 2015). A Sociedade 

Europeia de Medicina da Reprodução Humana e Embriologia (ESHRE, do inglês, 

European Society of Human Reproduction and Embryology) sistematiza num quadro o risco 

de amenorreia induzida pelo tratamento. Na Tabela 1 estão descritas as situações 

associadas a risco alto, intermédio e baixo de amenorreia. Os restantes tratamentos são 

considerados de muito baixo risco ou de risco desconhecido (Anderson et al., 2020). 

 

Tabela 1. Risco de amenorreia induzida pelo tratamento oncológico (adaptado de (Anderson et al., 2020)) 

Risco 

Percentagem 

de 

amenorreia 

Tipo de tratamento 

Alto >80% 

Regimes com ciclofosfamida usados em doentes com cancro da mama 

com mais de 40 anos 

Regimes com ciclofosfamida ou a irradiação corporal total em doentes 

com neoplasias hematológicas previamente ao transplante de medula 

óssea 

Radioterapia abdominal e pélvica 

Intermédio 40 a 60% 

Regimes com ciclofosfamida usados em doentes com cancro da mama 

com 30 a 39 anos 

Regimes à base de agentes alquilantes usados nos doentes com linfoma, 

como por exemplo BEACOPP (bleomicina, etoposido, doxorrubicina, 

ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e prednisona) e CHOP 

(ciclofosfamida, doxorubicina e cloridrato de prednisolona) 

Baixo < 20% 

Regimes com ciclofosfamida usados em doentes com cancro da mama 

com 30 anos ou menos 

Regimes com agentes não alquilantes em doentes com linfoma e idade 

superior ou igual a 32 anos, como por exemplo o ABVD (adriamicina, 

bleomicina, vimblastina, dacarbazina) 

Esquemas BEP/EP (bleomicina, etoposido e cisplatina) nos carcinomas 

não epiteliais do ovário 

Iodo radioativo para os carcinomas da tiroide 

Esquemas terapêuticos utilizados no cancro colorretal e na doença do 

trofoblasto gestacional 
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I.1. Indicações para preservação da fertilidade 

A preservação da fertilidade emergiu como oportunidade de assegurar o futuro 

reprodutivo dos doentes oncológicos. Posteriormente, esta possibilidade foi alargada a 

doenças benignas, aos indivíduos com disforia de género e a indicações não-médicas, 

relacionadas com o adiamento da maternidade e a perda da fertilidade associada à 

idade, muitas vezes referida como indicação “social” (Anderson et al., 2020; Grynberg, 

2022). 

No que respeita às doenças oncológicas, a preservação da fertilidade deve ser discutida 

com todos os doentes pré-púberes ou em idade reprodutiva que sejam surpreendidos 

com o diagnóstico de uma doença oncológica. Nestes casos, as indicações mais 

frequentes para preservação da fertilidade são o cancro da mama e as neoplasias 

hematológicas. A quimioterapia, nomeadamente a utilização de agentes alquilantes, é 

gonadotóxica, condicionando risco de amenorreia e IOP. A radioterapia, 

nomeadamente a irradiação corporal total ou a exposição pélvica a doses de 5-10 Gy, 

também está associada a alto risco de amenorreia (Dolmans & Donnez, 2021). É 

considerada contraindicação para gravidez, a exposição a uma dose de radiação 

superior a 25Gy na infância ou 45 Gy na idade adulta (Dolmans et al., 2021). Nas 

neoplasias ginecológicas, a cirurgia também tem impacto na fertilidade futura. A 

probabilidade de IOP após os tratamentos oncológicos, está relacionada com a reserva 

ovárica, que tem uma enorme variabilidade interindividual, razão pela qual o 

aconselhamento preciso do risco de infertilidade é muito difícil (Dolmans & Donnez, 

2021). 

Relativamente às doenças benignas com indicação para preservação da fertilidade 

inclui-se uma grande diversidade de patologias e de condições. É indiscutível que são 

candidatas a preservação da fertilidade as doentes propostas para ooforectomia uni ou 

bilateral por tumores benignos do ovário, nomeadamente se bilaterais ou com risco de 

torsão; ou portadoras de endometriose severa ou recorrente. Um outro grupo, são as 

mulheres com risco de IOP, nomeadamente com história familiar de IOP, síndrome de 

Turner e doenças autoimunes que requeiram quimioterapia (lúpus eritematoso 

sistémico, artrite reumatoide, doença de Behçet e doença de Wegener). Por último, as 
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doentes com patologias nas quais se prevê a necessidade de transplante de medula 

óssea, como doenças hematológicas benignas, nomeadamente anemia falciforme, 

talassemia major e anemia aplástica; bem como doenças autoimunes que não 

respondem à terapia imunossupressora são também indicação para preservação da 

fertilidade (Dolmans & Donnez, 2021; Donnez et al., 2006). 

Aos indivíduos com disforia de género ou transgénero, em processo de transição 

médica e cirúrgica, também deve ser oferecida a possibilidade de preservação da 

fertilidade (Cooper et al., 2022; Warton & McDougall, 2022). Trata-se de uma área 

complexa, que suscita questões éticas, particularmente em idade pediátrica (Warton 

& McDougall, 2022). 

Por último, as indicações não médicas ou sociais estão relacionadas com o adiamento 

da maternidade por diversos motivos pessoais, nomeadamente por ausência de um 

parceiro estável, pela exigência do percurso profissional ou por dificuldades financeiras 

(Nazaré et al., 2021). Esta opção garante autonomia reprodutiva à mulher, mas suscita 

controvérsias por motivos éticos e médicos, relacionados com o adiamento da 

maternidade e os riscos da gravidez em idade avançada (Gil-Arribas et al., 2022). 

 

I.2. Técnicas de preservação da fertilidade 

As opções disponíveis para preservação da fertilidade feminina são a criopreservação 

de ovócitos, a criopreservação de embriões e a criopreservação de tecido ovárico. 

Outras práticas que podem ser ponderadas são a maturação ovocitária in vitro, o uso 

de agonistas da hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRh) e a transposição 

ovárica (Anderson et al., 2020; Practice Committee of the American Society for 

Reproductive Medicine, 2019; Silva & Almeida-Santos, 2015). 

A ESHRE sistematizou as diferentes técnicas de preservação da fertilidade disponíveis 

em cada país da Europa. Em Portugal, é possível a criopreservação de ovócitos e tecido 

ovárico nas indicações oncológicas. Nas doenças benignas, a criopreservação de 
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ovócitos continua a ser uma opção, sendo a criopreservação de tecido ovárico reservada 

para situações excecionais. Nos indivíduos transgénero FtoM (female to male), é 

realizada a criopreservação de ovócitos. Esta técnica também pode ser realizada nas 

situações de perda da fertilidade associada à idade (Anderson et al., 2020). 

A criopreservação de ovócitos corresponde à congelação ou vitrificação dos ovócitos 

para uso futuro (Zegers-Hochschild et al., 2017). Desde o desenvolvimento da 

vitrificação e com a melhoria da sobrevivência dos ovócitos e das taxas de gravidez, 

que este é o método de escolha para a maioria das mulheres (Gil-Arribas et al., 2022). 

Desde 2012, que este método deixou de ser considerado experimental pela Sociedade 

Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM, do inglês, American Society for 

Reproductive Medicine), sendo considerada a técnica de primeira linha para preservação 

da fertilidade feminina (Cobo et al., 2021; Henry et al., 2022; The Practice Committees 

of the American Society for Reproductive Medicine and the Society for Assisted 

Reproductive Technology, 2013). 

A criopreservação de embriões é uma técnica efetiva para preservação da fertilidade 

feminina, que tem sido abandonada, uma vez que requer um parceiro masculino, não 

garante a autonomia reprodutiva e está associada a problemas éticos e legais no caso 

do casal de separar ou se um dos elementos falecer (Dolmans & Donnez, 2021; Henry 

et al., 2022). 

A criopreservação de tecido ovárico é o processo de congelação lenta ou vitrificação do 

tecido ovárico, obtido por excisão cirúrgica, com a intenção de preservar a capacidade 

reprodutiva (Zegers-Hochschild et al., 2017). Em 2019, a ASRM deixou de considerar 

esta técnica experimental mas, no entanto, está reservada para doentes pré-púberes e 

para aquelas em que é urgente iniciar o tratamento (Practice Committee of the 

American Society for Reproductive Medicine, 2019). 

A maturação ovocitária in vitro (IVM, do inglês, in vitro maturation) é uma técnica que, 

desde fevereiro de 2021, já não é considerada experimental pela ASRM. No âmbito da 

preservação da fertilidade, ainda não é uma técnica de rotina e pode ser considerada 

uma opção para as doentes nas quais é emergente iniciar tratamentos potencialmente 
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gonadotóxicos. Porém, ainda são necessários estudos clínicos de maiores dimensões 

que comparem a fertilização in vitro (FIV) e a IVM, bem como estudos que 

acompanhem a longo prazo a saúde neonatal e o desenvolvimento da descendência 

(American Society for Reproductive Medicine, 2021; Henry et al., 2022). 

Existem outras opções que visam a proteção do ovário dos efeitos nefastos do 

tratamento, nomeadamente através do uso de agonistas de GnRH e da transposição 

ovárica.  

A utilização de agonistas da GnRH para preservação da fertilidade é controversa, 

apesar dos vários estudos clínicos randomizados e meta-análises já realizadas. Assim, 

eles podem ser utilizados “off label”, não devendo substituir outras técnicas para 

preservação da fertilidade (Practice Committee of the American Society for 

Reproductive Medicine, 2019).  

A transposição ovárica ou ooforopexia é uma opção para as doentes que vão ser 

submetidas a radioterapia pélvica. Nesta técnica, os ovários são cirurgicamente 

removidos da região a irradiar e fixados noutra localização, minimizando assim a 

exposição à radioterapia (Practice Committee of the American Society for 

Reproductive Medicine, 2019). 

Por fim, a cirurgia poupadora da fertilidade é uma opção que deve ser ponderada em 

doentes com neoplasias cervicais e ováricas. Nas doentes portadoras de neoplasias 

endometriais em idade reprodutiva também deve ser ponderada uma atitude 

conservadora, com tratamento médico (Practice Committee of the American Society 

for Reproductive Medicine, 2019). 

 

I.3. Criopreservação de tecido ovárico 

A criopreservação de tecido ovárico é uma técnica promissora que com o ulterior 

transplante permite repor a fertilidade e, simultaneamente, restituir a função 

endócrina, diminuindo as consequências da IOP (Donnez et al., 2013). 
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A investigação nesta área iniciou-se no final do século XIX, com estudos em modelo 

animal (Donnez et al., 2006; Gosden et al., 1994; Moomjy & Rosenwaks, 1998). Em 

2004, Donnez et al., publicaram o primeiro nascimento após transplante de tecido 

ovárico (Donnez et al., 2005). Desde então, o número de casos tem aumentado, com 

um total de 130 nascimentos em 2017 e 200 em 2020 (Dolmans & Donnez, 2021). 

A taxa de nascimentos é de 26%, sendo 30% por gravidez espontânea (Dolmans et al., 

2021; Donnez & Dolmans, 2021). A taxa de recuperação da função endócrina é 

elevada, atingindo 93%, num estudo com 60 casos (Donnez et al., 2013), e 88,7%, 

num estudo com 285 casos de transplante de tecido ovárico (Dolmans et al., 2021). O 

tempo médio entre o transplante e a primeira menstruação é de 4,5 ± 2,2 meses 

(Dolmans et al., 2021). A duração média do transplante é 4 a 5 anos, com uma 

sobrevivência do enxerto de 55% após 5 anos (Dolmans et al., 2021; Donnez et al., 

2013). Contudo, estes dados são muito variáveis entre estudos, devido a fatores como 

a reserva ovárica, os tratamentos realizados antes da criopreservação, o tamanho e o 

método de preparação dos fragmentos, a distribuição folicular nos fragmentos e o 

potencial angiogénico do enxerto (Donnez et al., 2013). 

O momento ideal para a realização da criopreservação de tecido ovárico é antes de 

iniciar o tratamento potencialmente gonadotóxico. A leucemia é uma exceção, pois a 

técnica pode ser ponderada após a primeira remissão e antes do transplante de medula 

óssea, no sentido de diminuir o risco de recidiva (American Society for Reproductive 

Medicine, 2014). Adicionalmente, nas suas últimas recomendações, a ESHRE refere 

que a criopreservação de tecido ovárico é uma opção a oferecer a doentes que já tenham 

realizado quimioterapia (Anderson et al., 2020). Num estudo com 285 casos de 

transplante de tecido ovário, que englobou dados de cinco Centros Europeus, foi 

demonstrado que a quimioterapia antes da criopreservação de tecido ovárico não altera 

os resultados do transplante, reforçando que esta não deve ser considerada uma 

contraindicação à congelação (Dolmans et al., 2021). 

Do ponto de vista prático, esta técnica implica pelo menos 2 intervenções cirúrgicas: 

a colheita e o transplante do tecido ovárico.  

A colheita do tecido ovárico é realizada por laparoscopia ou mini-laparotomia, e pode 
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ser realizada biópsia da cortical ovárica ou ooforectomia. A quantidade de tecido a 

remover deve ser ponderada tendo em conta o risco de IOP e o volume ovárico. Assim, 

a remoção completa do ovário é preferencial na população pré-púbere e tem como 

vantagem a maior quantidade de tecido disponível, o que possibilita a realização de 

um segundo transplante, caso o primeiro seja ineficaz ou cesse atividade endócrina 

(American Society for Reproductive Medicine, 2014). 

São candidatas para o transplante de tecido ovárico, as mulheres com sintomas clínicos 

de IOP ou com sinais biológicos de baixa reserva ovárica, traduzida por uma FSH 

elevada e uma hormona anti-Mülleriana e contagem de folículos antrais muito 

reduzida.  

O transplante de tecido ovárico pode ser ortotópico ou heterotópico. O transplante 

ortotópico corresponde à reimplantação do tecido ovárico sobre o ovário restante ou 

no peritoneu a nível da fosseta ovárica. Esta opção tem como vantagens: a sua eficácia 

demostrada num maior número de gravidezes e nascimentos; permitir a ocorrência de 

gravidez espontânea, caso as trompas estejam permeáveis; e ter um ambiente mais 

favorável ao desenvolvimento folicular. Contudo, é uma opção mais invasiva. Em 

contrapartida, o transplante heterotópico está descrito a nível subcutâneo no 

antebraço, na parede abdominal e na parede torácica. Estas localizações configuram 

procedimentos mais simples, ficando o enxerto mais acessível para monitorização e 

punção folicular. Porém, o escasso número de casos de sucesso reportados, aliado à 

necessidade de FIV e à existência de temperaturas subótimas e stresse mecânico, que 

comprometem a qualidade ovocitária, tornam estas opções menos favoráveis 

(American Society for Reproductive Medicine, 2014; Donnez et al., 2006, 2013; 

Nakano et al., 2020; Oktay, 2006; Tammiste et al., 2019). 

O procedimento aprovado pela ASRM pressupõe a utilização de fragmentos de córtex 

de tecido ovárico, com menos de 1 a 1,5 mm de espessura, para criopreservação e 

transplante (American Society for Reproductive Medicine, 2014; Donnez et al., 2013). 

É no córtex ovárico que se localizam a maioria dos ovócitos e a existência de vários 

fragmentos permite a possibilidade de repetição do transplante. Contudo, trata-se de 

um transplante avascular, no qual os fragmentos de tecido ovárico são colocados 
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habitualmente no peritoneu ou no ovário restante, sem qualquer tipo de anastomose 

vascular, pelo que é necessária a ocorrência de neovascularização. Até ao 

estabelecimento desta, há isquemia e perda de folículos, que comprometem o sucesso 

e a longevidade do transplante (Donnez et al., 2013; L. Wang et al., 2013). Por este 

motivo, têm sido estudadas alternativas, nomeadamente a realização do transplante 

de ovário como um todo, como nos restantes transplantes de órgãos sólidos, que tem 

como vantagem a revascularização imediata após a anastomose vascular. Em 

contrapartida, esta opção tem inúmeras desvantagens, em que a principal é a ausência 

de casos de sucesso descritos com a utilização de ovário humano pós-criopreservação, 

bem como o tempo mais prolongado da intervenção cirúrgica, relacionada com o 

reduzido calibre e comprimento da artéria ovárica, o maior risco de recidiva e a 

impossibilidade de repetir o transplante (American Society for Reproductive Medicine, 

2014; Bedaiwy & Falcone, 2010; Hossay et al., 2020). 

O transporte do tecido ovárico, após a colheita, deve ser realizado a -4C e por um 

período máximo de quatro a cinco horas (Donnez et al., 2013). No laboratório, o tecido 

é preparado, com a remoção da medula e os fragmentos de córtex de tecido ovárico 

são congelados. O processo de congelação pode ser realizado por congelação lenta ou 

vitrificação. A criopreservação lenta é um procedimento no qual a temperatura é 

reduzida em etapas, normalmente usando um ritmo controlado por computador, desde 

a temperatura fisiológica ou ambiente até uma temperatura extremamente baixa, cerca 

de -140C (Rosendahl et al., 2011; Zegers-Hochschild et al., 2017). Esta técnica foi 

utilizada na grande maioria das crianças nascidas após transplante de tecido ovárico 

(Donnez et al., 2013; Terren et al., 2019). A vitrificação é uma técnica mais recente 

com bons resultados em ovócitos e em embriões, na qual é realizada a criopreservação 

rápida, com melhor sobrevivência das células da granulosa e do estroma. Contudo, esta 

técnica requer a utilização de quantidades elevadas de crioprotetor, com risco de 

toxicidade celular e de trauma osmótico (American Society for Reproductive Medicine, 

2014; Donnez et al., 2013). 
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I.4. Limitações da criopreservação de tecido ovárico 

Como referido previamente, a criopreservação de tecido ovárico é uma técnica 

estabelecida para preservação da fertilidade feminina. É uma técnica com indicações 

específicas, uma vez que tem algumas limitações, nomeadamente o risco de recidiva e 

o compromisso da longevidade com o transplante do tecido ovárico criopreservado.  

O risco de reimplantação de células neoplásicas existentes no tecido transplantado é 

um risco teórico que pode colocar em causa a segurança do transplante. As neoplasias 

são estratificadas de acordo com o risco de metastização para o ovário, em que se 

consideram de alto risco (> 11%) a leucemia, o neuroblastoma e o linfoma de Burkitt. 

As neoplasias de risco moderado (0,2 a 1%) são o cancro da mama de subtipo lobular 

e estádio IV, o cancro do cólon, o adenocarcinoma cervical, o linfoma não-Hodgkin e 

o sarcoma de Ewing. Por fim, as neoplasias de baixo risco (< 0,2%) são o cancro da 

mama de subtipo ductal e estádio I-II, o carcinoma espinhocelular do colo, o linfoma 

de Hodgkin, o carcinoma osteogénico, o rabdomiossarcoma não genital e o tumor de 

Wilms (Dolmans et al., 2013). 

Para minimizar este risco têm sido desenvolvidas técnicas de diagnóstico no tecido a 

transplantar, como a análise histológica de uma amostra de tecido antes do 

transplante, a amplificação por PCR (do inglês, polymerase chain reaction) ou a 

deteção por citometria de fluxo de marcadores específicos do tumor ou mesmo a 

realização de xenotransplante. O estudo histopatológico é realizado na maioria dos 

Centros, enquanto as outras técnicas são mais utilizadas no contexto de investigação 

(American Society for Reproductive Medicine, 2014; Donnez & Dolmans, 2013).  

Por outro lado, têm sido desenvolvidas alternativas à transplantação de tecido ovárico, 

como a IVM e o ovário artificial (American Society for Reproductive Medicine, 2014; 

Donnez & Dolmans, 2013). A IVM é uma técnica que permite a maturação em meio 

de cultura, dos complexos cumulus-ovócito imaturos da prófase I até à metáfase II 

(American Society for Reproductive Medicine, 2021). Deste modo, os  ovócitos 

imaturos são obtidos intraoperatoriamente, submetidos a maturação in vitro e 

posterior criopreservação dos ovócitos já maduros ou fecundados com criopreservação 
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de embriões (American Society for Reproductive Medicine, 2014). O ovário artificial 

é uma técnica alternativa e experimental na qual os folículos primordiais são isolados 

e transferidos para um scaffold com uma matriz biodegradável como, por exemplo, o 

alginato ou a fibrina (Donnez & Dolmans, 2017, 2013). 

Na maior série de casos de transplante de tecido ovárico publicada, a taxa de recidiva 

foi de 4,2%. O autores salientam que a recidiva foi dependente da doença primária e 

não relacionada com o transplante, uma vez que em todos os casos foi distante do local 

de transplantação e mais próximo do local do tumor primário (Dolmans et al., 2021). 

A longevidade do transplante está dependente de múltiplos fatores, alguns deles já 

referidos, nomeadamente a idade da mulher à data da criopreservação, a densidade 

folicular e a qualidade do tecido. Além disso, a duração da função endócrina é 

comprometida pela perda de mais de 50% dos folículos primordiais, devido à isquemia 

que se verifica até ser estabelecida a revascularização do enxerto e à ativação folicular 

que dela decorre (Dolmans & Donnez, 2021; Donnez et al., 2013, 2022; L. Wang et 

al., 2013). 

A isquemia é o principal mecanismo relacionado com a perda folicular. O início da 

reperfusão do enxerto ocorre nos primeiros 5 dias após o transplante (Donnez et al., 

2013; L. Wang et al., 2013). Ao contrário do transplante de grandes órgãos, onde a 

reperfusão é obtida imediatamente após a anastomose, no transplante de tecido 

ovárico está dependente do crescimento de novos vasos, ou seja, da neoangiogénese 

(Wu et al., 2010). 

A ativação folicular ocorre devido a um crescimento folicular acelerado e não 

fisiológico, uma vez que foram detetadas discrepâncias na maturação das células da 

granulosa e do ovócito. O processo de congelação e descongelação parece ter impacto 

neste mecanismo, ao afetar a morfologia do tecido (Donnez et al., 2013). Verificam-se 

alterações na espessura da camada de células da teca, que por sua vez, estão implicadas 

no desenvolvimento folicular, pois fornecem suporte estrutural para os folículos. 

Donnez e colaboradores sugeriram que o conceito de preparação do leito vascular antes 

do enxerto deve ser mais explorado para diminuir significativamente a perda folicular 
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(Donnez et al., 2013). Este conceito é complexo e pressupõe que as características do 

local de transplantação no hospedeiro têm um papel na revascularização do enxerto 

(Van Eyck et al., 2010). Um estudo em macacos verificou que o transplante sob o 

ovário descorticado, no mesmo tempo cirúrgico, é melhor do que sob a superfície 

cicatrizada (Dolmans et al., 2015).  

Este recrutamento anormal dos folículos primordiais pode ser sustentado pela ativação 

precoce da via de sinalização de fosfoinositol-3-quinase (PI3K, do inglês, 

phosphoinositide 3-kinase)/proteína quinase B (Akt), pela disrupção da via Hippo 

devido à fragmentação do córtex ovárico e/ou pelo burnout folicular devido à 

diminuição da concentração da hormona anti-Mülleriana, nos primeiros meses após o 

transplante (Cacciottola et al., 2021). 
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A angiogénese corresponde ao processo de desenvolvimento de novos vasos a partir de 

outros preexistentes. Este é um processo dinâmico e extremamente complexo, que 

envolve diversas vias e tipos celulares, e que é regulado por múltiplos fatores e 

componentes da matriz extracelular (Logsdon et al., 2014; Yoo & Kwon, 2013). 

Alguns autores descrevem diferentes mecanismos de crescimento vascular, como o 

sprouting, a intussusceção, a cooptação de vasos, o mimetismo vascular e a 

vasculogénese, representados esquematicamente na Figura 1 (Carmeliet & Jain, 2011; 

De Spiegelaere et al., 2012; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017).  

Os primeiros dois mecanismos ocorrem principalmente no indivíduo saudável, com o 

crescimento fisiológico dos tecidos. Os restantes são observados e descritos na 

angiogénese patológica, nomeadamente tumoral (De Spiegelaere et al., 2012).  

A angiogénese através do sprouting é o modelo mais estudado de neovascularização 

(Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). Este processo permite a formação de uma rede 

vascular dentro de tecidos previamente avasculares, como as zonas hipertróficas da 

cartilagem na placa de crescimento de ossos endocondrais, ou em situações de 

crescimento tumoral (De Spiegelaere et al., 2012). Na intussusceção, os novos vasos 

são formados através da divisão de vasos preexistentes (De Spiegelaere et al., 2012; 

Logsdon et al., 2014). A cooptação de vasos representa um mecanismo totalmente 

diferente, no qual as células tumorais sequestram vasos maduros preexistentes do órgão 

hospedeiro, sem a necessidade de gerar novos vasos (Haas et al., 2021). O mimetismo 

vascular descreve a capacidade das células tumorais formarem por si só estruturas 

semelhantes aos vasos, independentemente das células endoteliais (Haas et al., 2021). 

A vasculogénese ocorre durante a embriogénese com a formação de novos vasos através 

de precursores de células endoteliais (Papetti & Herman, 2002). 
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Figura 1. Mecanismos de crescimento vascular. O sprouting (A) permite a formação de uma rede vascular após a mobilização dos pericitos, que possibilita a migração 

inicial da tip cell a partir do vaso preexistente e que é seguida por uma sequência de stalk cells, que posteriormente se transformam em phalanx cells. A intussusceção (B) 

corresponde ao processo de formação de vasos através da divisão de vasos preexistentes. No mimetismo vascular (C), as células tumorais formam por si só estruturas 

semelhantes aos vasos. Na cooptação de vasos, as células tumorais sequestram vasos maduros preexistentes do órgão hospedeiro, sem gerar novos vasos. O último 

mecanismo é a vasculogénese que compreende a formação de novos vasos através de precursores de células endoteliais. Created with BioRender.com 
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II.1. O processo de angiogénese 

Os vasos são compostos pelas células endoteliais, que formam a camada interna, e 

pelos pericitos ou células perivasculares, que interagem com as células endoteliais e 

envolvem a superfície externa do vaso. Os pericitos são células mesenquimatosas 

especializadas encontradas ao longo de capilares e vénulas pós-capilares. Estas células 

têm um papel crítico na angiogénese e estão associados à regulação do diâmetro e da 

permeabilidade dos vasos sanguíneos, bem como da proliferação das células endoteliais 

(Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). 

As células endoteliais são ativadas por uma variedade de citocinas pró-angiogénicas. 

Em simultâneo ocorre a remodelação das junções celulares e da matriz extracelular, 

com a mobilização dos pericitos. Neste processo existem múltiplas vias envolvidas, 

sendo a principal a via de sinalização do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF, do inglês, vascular endothelial growth factor). Outras vias envolvidas são a via do 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do inglês, platelet-derived growth 

factor) e do fator de crescimento de fibroblastos (FGF, do inglês, fibroblast growth factor). 

A via do VEGF é acompanhada por outros moduladores-chave da angiogénese, como 

a via do ligando Delta-like 4 (Dll4)-Notch e a via angiopoietina-Tie, bem como várias 

vias secundárias. As vias de sinalização do PDGF-β e seu recetor (PDGFR-β), 

angiopoietina-Tie e fator de crescimento transformador-β (TGF-β, do inglês, 

transforming growth factor beta) são as mais importantes para o recrutamento de pericitos 

(Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). 

De forma sistematizada, o processo de angiogénese ocorre através de uma série de 

etapas sequenciais que se iniciam pelo estímulo angiogénico, com a consequente 

formação do novo vaso, e que termina com a estabilização ou a regressão (Bentley & 

Chakravartula, 2017; Logsdon et al., 2014). Na formação do novo vaso é descrito o 

mecanismo de sprouting, que foi o primeiro a ser descrito e é o mais estudado, e a 

intussusceção, que é outro mecanismo de angiogénese fisiológica. 

Bentley e Chakravartula descreveram a angiogénese do ponto de vista cronológico, mas 

concluíram que ainda há uma série de fatores e mecanismos celulares inexplorados. 
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Neste processo está implícita uma sequência de eventos, na qual a célula recebe o 

estímulo e posteriormente “move-se enquanto decide” ou “decide e depois move-se”. 

O “movimento” é o sprouting das tip cells, que é muito rápido, na ordem dos minutos, 

uma vez que é mediado por estímulos locais que não implicam uma resposta nuclear, 

com alteração da expressão genética. A “decisão” corresponde à inibição lateral das 

células endoteliais, que lhes confere o fenótipo de stalk cells, e requer múltiplos ciclos 

de regulação genética, que alteram a síntese proteica, cada um durando cerca de 4 a 6 

horas. Além disso, os autores propõem que ao longo do vaso podem existir outras 

células 'ativas' (tip cells), intercaladas com as stalk cells. A alteração da posição das células 

endoteliais, durante o sprouting, ocorre em média a cada 3,7 horas, e permite a 

ramificação dos novos vasos (Bentley & Chakravartula, 2017). 

 

II.2. Estímulo angiogénico 

O estímulo angiogénico inicia-se fora do lúmen vascular e da corrente sanguínea. Há 

um sinal de stresse, que resulta de um estímulo hipóxico, metabólico ou mecânico e 

que é percecionado em primeiro lugar pelas células endoteliais (Logsdon et al., 2014). 

Os estímulos podem surgir por oclusão vascular, aumento do metabolismo ou 

crescimento tecidular normal ou patológico. A consequente diminuição do fluxo 

sanguíneo resulta na diminuição da pressão parcial de oxigénio, com hipoxia e 

isquemia (Bentley & Chakravartula, 2017; Logsdon et al., 2014). 

A hipoxia estimula a angiogénese através de múltiplas vias, incluindo a via do óxido 

nítrico e através de fatores de transcrição induzíveis por hipoxia (HIFs, do inglês, 

hypoxia-inducible factors). Deste modo, a hipoxia induz a produção de fatores de 

crescimento pró-angiogénicos pelas células parenquimatosas e/ou do estroma. 

Adicionalmente, verifica-se o recrutamento de células derivadas da medula óssea, 

incluindo macrófagos, monócitos e células progenitoras, que também produzem 

fatores de crescimento como, por exemplo, o VEGF (Logsdon et al., 2014). 

O oxigénio é necessário para a síntese de óxido nítrico, a partir das suas sintetases 
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como a eNOS (do inglês, endothelial nitric oxide synthase), a nNOS (do inglês, neuronal 

nitric oxide synthase), e a iNOS (do inglês, inducible nitric oxide synthase), pelo que existe 

uma interdependência entre o consumo de oxigénio e a regulação do óxido nítrico. 

Esta produção pode ser regulada pelo efeito Fåhraeus-Lindqvist, descrito pela primeira 

vez em 1929, e no qual se verificou que quando o sangue flui de um vaso de grande 

diâmetro para um capilar, o hematócrito médio diminui (Barbee & Cokelet, 1971). 

Este efeito é mais significativo em vasos sanguíneos de menor calibre, nomeadamente 

com menos de 30 µm de diâmetro, nos quais ocorre o sprouting (Logsdon et al., 2014).   

A hipoxia promove ainda a estabilização dos HIFs, que atuam como fatores de 

transcrição para o VEGF e seus recetores (VEGFRs). O HIF1 é o fator mais estudado 

desta família e contém duas subunidades, uma subunidade sensível ao oxigénio, a 

HIF1a, e uma subunidade constitutivamente ativa, a HIF1β/ARNT (do inglês, HIF1 

beta/aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Na presença de oxigénio, o HIF1a é 

degradado; enquanto em situações de hipoxia, o HIF1a permanece estável, desloca-se 

para o núcleo e liga-se ao HIF1β. No núcleo, o HIF1 regula a expressão dos genes como 

o VEGF, VEGFR, angiopoietina-1, angiopoietina-2, Tie2, PDGF, FGF e MCP1 (do inglês, 

monocyte chemoattractant protein-1) (Logsdon et al., 2014; Rizov et al., 2017).   

Independentemente do estímulo inicial, a primeira fase do crescimento capilar é 

mediada pela produção de VEGF pelas células parenquimatosas. Nesta etapa, o VEGF 

aumenta a sobrevivência, proliferação e migração das células endoteliais. Esta família 

de citocinas pró-angiogénicas é constituída por sete fatores de crescimento, os VEGF-

A a E e os PGF-1 e 2 (do inglês, placental growth factor), que se ligam a cinco recetores 

principais, os VEGFR-1 a -3 e os correcetores neuropilinas 1 e 2 (Logsdon et al., 2014; 

Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). O VEGF induz a produção de óxido nítrico e 

aumenta a permeabilidade do vaso preexistente, causando vasodilatação. 

Adicionalmente, também estimula a motilidade e a proliferação de células endoteliais, 

iniciando assim o processo de sprouting (Rizov et al., 2017). O PGF ativa os macrófagos 

polarizados M2, que libertam fatores pró-angiogénicos (Secord & Siamakpour-

Reihani, 2017). 

Como previamente referido, o sinal de stresse é percecionado em primeiro lugar pelas 
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células endoteliais, uma vez que estas são sensíveis às alterações das concentrações de 

oxigénio e aos HIFs, permitindo que os vasos reajustem a sua forma para otimizar o 

fluxo sanguíneo. Os pericitos embainham as células endoteliais, suprimindo a sua 

proliferação, e libertam sinais de sobrevivência celular, como o VEGF e a 

angiopoietina-1. As células endoteliais e os pericitos em repouso contribuem para a 

formação de uma membrana basal comum (Carmeliet & Jain, 2011). 

 

II.3. Formação do novo vaso  

 

II.3.1. Sprouting  

O sprouting corresponde à migração inicial a partir do vaso preexistente, pelo que 

implica a presença de uma tip cell, que é seguida por uma sequência de stalk cells 

(Logsdon et al., 2014; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). 

Após o estímulo inicial que desencadeia a cascata da angiogénese, há múltiplos sinais 

pró e antiangiogénicos no tecido que orientam a germinação das células endoteliais, 

culminando no desenvolvimento do vaso sanguíneo até ao seu destino final. Neste 

processo há uma interação complexa entre as células endoteliais, a membrana basal 

vascular e a matriz extracelular circundante. Os pericitos desprendem-se da parede do 

vaso e as células endoteliais selecionadas migram do vaso sanguíneo na direção do 

gradiente pro-angiogénico (Carmeliet & Jain, 2011; Logsdon et al., 2014; Secord & 

Siamakpour-Reihani, 2017). 

A mobilização dos pericitos ocorre devido à sinalização pela angiopoietina-2. A via de 

sinalização angiopoietina-Tie é parte integrante da angiogénese. O Tie2 é um recetor 

de tirosina quinase que é constitutivamente expresso e ativado na vasculatura saudável 

e quiescente. A função do Tie2 varia com base na ativação do ligando. A expressão de 

angiopoietina-1, um ligando e agonista do Tie2, condiciona um aumento da 

maturidade vascular e da densidade microvascular induzida por VEGF. A expressão de 
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angiopoietina-1 pelos pericitos estabiliza as células endoteliais. Em contraste, a 

angiopoietina-2, que é principalmente um antagonista de Tie2, bloqueia a estabilidade 

vascular induzida pela angiopoietina-1, facilita a angiogénese mediada por VEGF e 

sensibiliza as células endoteliais a sinais pró-angiogénicos (Papetti & Herman, 2002; 

Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). 

Para a migração das células endoteliais são essenciais as protéases que permitem 

degradar a matriz extracelular e remover as barreiras físicas. As metaloproteínases da 

matriz (MMP) são as protéases mais estudadas no contexto da angiogénese. Foram 

identificadas mais de 25 MMPs, com diferentes localizações e capacidade de clivagem 

das proteínas da matriz extracelular. Os inibidores das MMPs, incluem os inibidores 

teciduais de MMPs (TIMPs, do inglês, tissue inhibitors of metalloproteinases), dos quais o 

TIMP-1 e o TIMP-2 são expressos por células endoteliais (Logsdon et al., 2014). As 

protéases também libertam moléculas angiogénicas armazenadas na matriz 

extracelular, designadamente o VEGF e o FGF. O VEGF aumenta a permeabilidade da 

camada de células endoteliais, permitindo o extravasamento das proteínas plasmáticas 

para que estas estabeleçam uma matriz extracelular provisória (Carmeliet & Jain, 

2011).  

Para evitar que as todas as células endoteliais se movam na direção do sinal angiogénico 

é selecionada uma célula endotelial conhecida como tip cell (Carmeliet & Jain, 2011). 

Estas tip cells apresentam projeções citoplasmáticas, uma característica das células 

migratórias (Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). A identidade e seleção da tip cell é 

baseada na expressão de VEGFR-2 e na sinalização através da via Dll4-Notch1. Em 

suma, a ligação do VEGF ao VEGFR-2 induz a expressão do Dll4 pela célula endotelial, 

que se liga ao Notch1 expresso pelas células endoteliais adjacentes. A ligação e ativação 

do recetor Notch1 inibe o fenótipo da tip cell nessas células adjacentes (Carmeliet & 

Jain, 2011; Logsdon et al., 2014; Page et al., 2019). Esta inibição ocorre pela 

diminuição da expressão de VEGFR-2 e -3 e indução da expressão de VEGFR-1 pelas 

stalk cells. Assim, as tip cells não respondem à via de sinalização do Notch, mantendo 

altos níveis de expressão de VEGFR-2, bem como do VEGFR3 e PDGF-B (Bentley & 

Chakravartula, 2017; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017).  
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Por conseguinte, a direção do sprouting e a migração vascular está dependente do 

gradiente local do VEGF e da sinalização ao recetor. As MMPs têm a capacidade de 

clivar as isoformas de VEGF ligadas à matriz (particularmente o VEGF165), o que 

altera a sua capacidade de ligação ao recetor e a sua distribuição. O recetor VEGFR-1 

e o seu gene sFLT-1 (do inglês, soluble fms-like tyrosine kinase-1) também são essenciais 

para a orientação do vaso. A expressão genética de sFLT-1 pelas tip cells endoteliais 

permite que estas sequestrem o VEGF, alterando o gradiente local do VEGF e, 

consequentemente, a sinalização ao recetor (Logsdon et al., 2014).   

Após o sprouting, as células endoteliais começam a migrar no sentido do estímulo 

angiogénico, formando a estrutura vascular, num processo de alongamento e 

ramificação, seguido da tubulogénese, que corresponde à formação do lúmen e de 

anastomose (Logsdon et al., 2014). 

Nesta fase, a tip cell torna-se uma stalk cell e, mais tarde, numa célula quiescente num 

vaso estável. O fenótipo das células endoteliais parece modificar-se através da via 

sinalização Dll4-Notch da junção célula-célula. As stalk cell proliferam e dividem-se 

para alongar o pedículo, sendo estimuladas por diversas proteínas [Notch, proteína de 

repetição de anquirina regulada por Notch (NARP, do inglês Notch-regulated ankyrin-

repeat protein), Wnt (do inglês, Wingless/Integrated), PGF e FGF] (Carmeliet & Jain, 

2011; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). Na fase de alongamento e ramificação, 

o FGF é um dos estímulos mais estudados, depois do VEGF. Contudo, há outros 

fatores implicados neste processo, como outras quimiocinas, nomeadamente a 

caderina do endotélio vascular (caderina-VE ou -5), e fatores relacionados com a 

matriz extracelular, como por exemplo, a alteração da densidade e da orientação das 

fibras da matriz extracelular (Logsdon et al., 2014). 

Durante a tubulogénese, o capilar que se originou deve estabelecer uma conexão com 

outro vaso e desenvolver um lúmen para adquirir competência funcional e transportar 

sangue. Esta etapa-chave no processo de angiogénese é a menos compreendida. Sabe-

se, no entanto, que na fase de formação do lúmen ocorre a coalescência de vacúolos e 

o rearranjo de proteínas de junção celular, para além de ser definida a polaridade 

celular e se verificar a invaginação da membrana e a formação de lúmen extracelular. 
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Neste processo estão envolvidas várias moléculas da fase inicial da angiogénese, como 

a caderina-VE, o CD34, as sialomucinas, o VEGF e o Hedgehog, não existindo um 

modelo molecular consensualmente aceite (Carmeliet & Jain, 2011; Logsdon et al., 

2014). 

A anastomose é a conexão entre dois capilares recém-formados ou um capilar recém-

formado e um vaso preexistente (Logsdon et al., 2014). O mecanismo de formação de 

um novo vaso através do sprouting está esquematizado na Figura 2. 

 

II.3.1. Intussusceção 

Alguns autores, descrevem outro mecanismo normal de formação de novos vasos na 

angiogénese, que é a intussusceção. Este mecanismo não implica o sprouting, nem a 

existência de tip cells, sendo os novos vasos formados através da divisão de vasos 

preexistentes (De Spiegelaere et al., 2012; Logsdon et al., 2014). 

A intussusceção foi descrita pela primeira vez em 1940 por Clark e Clark e nomeada 

por Burri e Tarek em 1990 (Burri & Tarek, 1990; Clark & Clark, 1940; Logsdon et 

al., 2014). Contudo, a investigação nesta área é escassa, sendo necessários estudos que 

comparem os dois mecanismos no que diz respeito às vias moleculares (De Spiegelaere 

et al., 2012; Logsdon et al., 2014). 

À luz do conhecimento atual identificam-se algumas diferenças entre os dois processos. 

Em primeiro lugar, o processo de intussusceção é mais rápido que o sprouting (De 

Spiegelaere et al., 2012; Logsdon et al., 2014). Como não se formam terminações 

vasculares cegas, a intussusceção pode ocorrer sem interferir nas condições fisiológicas 

locais. A membrana basal permanece intacta durante a intussusceção, evitando que os 

vasos sanguíneos se tornem permeáveis. Além disso, a intussusceção tem um consumo 

metabólico menor que o sprouting, pois a migração e a proliferação endotelial são 

mínimas, uma vez que estas células podem apenas aumentar de tamanho e achatarem-

se. Por último, o plexo vascular parece ser melhor organizado através deste mecanismo 

(De Spiegelaere et al., 2012; Eelen et al., 2020).  
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Figura 2. Mecanismos moleculares da formação do novo vaso através do processo de sprouting. O estímulo angiogénico (A) pode surgir por oclusão vascular, aumento 

do metabolismo ou crescimento tecidular, que condicionam hipoxia. Esta por sua vez estimula a angiogénese através de múltiplas vias, incluindo a via do óxido nítrico 

(NOS) e através de HIFs (do inglês, hypoxia-inducible factors), com consequente produção de fatores de crescimento como o VEGF, pelas células parenquimatosas, 

do estroma e/ou células derivadas da medula óssea. Posteriormente aumenta a permeabilidade vascular e ocorre a selecção da tip cell (B), que implica a perda de gap 

juctions, a degradação da matriz extracelular (MEC) e a mobilização dos pericitos. As células endoteliais migram no sentido do estímulo angiogénico, formando a 

estrutura vascular, num processo de alongamento e ramificação (C). Simultaneamente ocorre a tubulogénese, que corresponde à formação do lúmen e de anastomose. 

A estabilização (D) é a fase final, na qual os vasos recém-formados, se tornam funcionais, permitindo o fluxo sanguíneo. Created with BioRender.com 
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Esta forma de angiogénese parece desempenhar um papel importante no crescimento 

e na remodelação da maioria dos leitos vasculares, incluindo o tecido ósseo, a retina, 

o músculo, o rim, o ovário e a glândula mamária, bem como em tumores (De 

Spiegelaere et al., 2012). Tem também sido descrita como a forma dominante em 

algumas situações como, por exemplo, em modelos animais com terapêuticas que 

condicionam a sobreexpressão de VEGF (Logsdon et al., 2014). 

A intussusceção pode ser explorada no âmbito da terapêutica pró-angiogénica para 

estabelecer um plexo vascular funcional em tecidos isquémicos. Os tratamentos atuais 

visam principalmente induzir o sprouting, condicionando um edema transitório nos 

tecidos, resultado do aumento da permeabilidade dos capilares recém-formados. A 

indução específica da intussusceção poderia melhorar o resultado terapêutico. Mas, 

para tal, seria necessário compreender e distinguir as vias moleculares destes dois 

mecanismos de angiogénese, o que ainda não foi plenamente estabelecido (De 

Spiegelaere et al., 2012). 

As forças hemodinâmicas têm um papel importante na angiogénese por intussusceção, 

contudo ainda não está claro se tal ocorre por alterações da pressão hidrostática, do 

calibre do vaso, da tensão de cisalhamento ou por uma combinação de fatores. 

Adicionalmente, e à semelhança do sprouting, foram identificados fatores moleculares 

que regulam o processo de intussusceção, nomeadamente o VEGF, as angiopoietinas, 

o FGF, o PDGF-B e os HIFs (De Spiegelaere et al., 2012). 

Estão descritas três formas de intussusceção: o crescimento microvascular, a 

arborização e a ramificação, representadas na Figura 3. O crescimento microvascular 

intussuscetivo leva à rápida expansão de uma rede vascular preexistente, que resulta 

numa rede simples de capilares com tamanho semelhante, adquirindo uma arquitetura 

específica do órgão. A arborização intussuscetiva contribui para a remodelação de uma 

rede capilar, de não hierárquica para hierárquica, na qual podem ser discernidas as 

principais arteríolas, vénulas e capilares. A ramificação intussusceptiva pode ser 

definida como o mecanismo que otimiza o número de vasos que nutre um tecido, 

através da alteração do padrão de ramificação ou da eliminação da rede vascular de 

vasos supérfluos (De Spiegelaere et al., 2012). 
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Figura 3. Formas de intussusceção: crescimento microvascular intussusceptivo (A), arborização 

intussusceptiva (B) e ramificação intussusceptiva (C). (adaptado de (De Spiegelaere et al., 2012)) 

 

II.3.2. Estabilização ou regressão 

A estabilização ou regressão é a fase final da angiogénese, na qual os vasos recém-

formados, se tornam funcionais, permitindo o fluxo sanguíneo.  

Nesta fase, as stalk cells transformam-se em phalanx cells, que são células endoteliais em 

monocamada, e que têm um ritmo de proliferação mais lento, com características 

semelhantes às células endoteliais quiescentes, mas que formam a membrana basal e 

intensificam as junções celulares (De Spiegelaere et al., 2012). 

Para que um vaso se torne funcional, ele deve tornar-se maduro e estável, suportado 

pelos pericitos. O seu papel na função capilar e na angiogénese inclui a regulação da 

proliferação e da migração de células endoteliais, bem como a formação da membrana 

basal capilar, em associação com as células endoteliais. É importante notar que, assim 

como o pericito é crítico para a estabilidade capilar no final da angiogénese, a 

dissociação do pericito também é necessária para permitir o sprouting capilar. O 

recrutamento dos pericitos é mediado pelo PDGF-B produzido pelas células 

endoteliais e a sua diferenciação, a partir de células intersticiais, é estimulada pelo 

contato com as tip cells (De Spiegelaere et al., 2012; Logsdon et al., 2014). Estão ainda 

descritos outros fatores que contribuem para o revestimento das células endoteliais 

pelos pericitos, nomeadamente a angiopoietina-1, o TGF-β, a efrina-B2 e a Notch 

(Carmeliet & Jain, 2011). 

Durante a fase de estabilização ou regressão e em estudos em modelos tumorais, os 

pericitos e outras células intersticiais expressam angiopoietina-1 e -2, que se ligam ao 

recetor Tie2 das células endoteliais. A angiopoietina-1 promove estabilização vascular, 
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enquanto a angiopoietina-2 tem a função oposta (Logsdon et al., 2014). 

Os inibidores de protéase conhecidos como os TIMPs e o inibidor do ativador de 

plasminogénio-1 (PAI-1, do inglês, plasminogen activator inhibitor 1) promovem a 

deposição da membrana basal e as junções são restabelecidas para garantir a 

distribuição ideal do fluxo. Consequentemente, a angiogénese resulta no aumento do 

fluxo sanguíneo e da oxigenação do tecido (Carmeliet & Jain, 2011). 

 

II.4. A angiogénese e fisiopatologia do desenvolvimento 

A angiogénese é um processo complexo, com muitas etapas e intervenientes. Para 

manter a homeostase é necessário um equilíbrio de fatores pró-angiogénicos 

(designadamente, o VEGF, o FGF e a angiopoietina-1) e fatores antiangiogénicos 

(nomeadamente, a trombospondina-1 e a endostatina) (Logsdon et al., 2014). 

No início do desenvolvimento embrionário, o plexo vascular inicial é formado por 

vasculogénese. A vasculogénese corresponde ao desenvolvimento de vasos de novo 

através de precursores de células endoteliais, denominados angioblastos. Os 

angioblastos proliferam e coalescem formando o plexo capilar primário (Papetti & 

Herman, 2002). Este processo é provavelmente induzido pelo FGF (Felmeden et al., 

2003). 

Posteriormente ocorre a angiogénese essencial ao crescimento e ao desenvolvimento 

vascular durante a organogénese (Logsdon et al., 2014; Papetti & Herman, 2002). 

Pensa-se que o primeiro passo da angiogénese embrionária seja a ativação das células 

endoteliais do plexo capilar primário. O sprouting é iniciado pelos níveis aumentados 

dos fatores pró-angiogénicos locais (Felmeden et al., 2003). Assim, o crescimento 

angiogénico adicional implica uma coordenação estreita entre a proliferação celular, a 

diferenciação, a migração, a adesão à matriz e os processos de sinalização celular (Eelen 

et al., 2020). 

O processo de angiogénese é também importante no indivíduo adulto, na remodelação 
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da rede vascular (Logsdon et al., 2014; Papetti & Herman, 2002). As células endoteliais 

habitualmente são quiescentes, e têm uma taxa de renovação reduzida no adulto. 

Contudo, há processos fisiológicos e patológicos que são exceções e nos quais a 

angiogénese é essencial (Felmeden et al., 2003). 

A angiogénese normal é um processo altamente ordenado e sob forte regulação, pois 

requer a estimulação das células endoteliais quiescentes em monocamada, para que se 

dividam e espalhem numa rede vascular, apenas com a extensão exigida pelas 

necessidades dos tecidos em crescimento (Papetti & Herman, 2002). Esta regulação 

garante que os tecidos em desenvolvimento ou em cicatrização recebam um 

suprimento adequado de nutrientes (Papetti & Herman, 2002). Assim, a angiogénese 

está envolvida em diversos processos fisiológicos, como a reprodução, a adaptação ao 

exercício físico e a cicatrização de feridas (Bentley & Chakravartula, 2017; Carmeliet 

& Jain, 2011; Logsdon et al., 2014; Papetti & Herman, 2002). 

A angiogénese patológica corresponde ao desenvolvimento aberrante de novos vasos, 

que podem assumir morfologias tortuosas, bulbosas e pouco ramificadas. Esta é 

característica de muitas doenças, sendo a mais conhecida o cancro, mas também a 

retinopatia diabética, a endometriose e doenças inflamatórias, tais como a artrite 

reumatoide, o lúpus eritematoso sistémico e a psoríase (Bentley & Chakravartula, 

2017; Carmeliet & Jain, 2011; Felmeden et al., 2003; Logsdon et al., 2014). 

A angiogénese patológica, nomeadamente a tumoral, é um processo muito semelhante 

à angiogénese normal. As células tumorais são células que perderam a capacidade de 

regular o seu crescimento e que, portanto, proliferam de forma aberrante. Estas células, 

altamente ativas do ponto de vista metabólico, necessitam de níveis adequados de 

oxigénio, pelo que induzem a sua própria perfusão através do desenvolvimento de 

novos vasos. Além dos mecanismos previamente descritos, para este tipo de 

angiogénese contribuem os precursores endoteliais existentes em circulação, que são 

células idênticas ao angioblastos derivadas de medula óssea. Na angiogénese tumoral 

há menor quantidade de pericitos e os vasos formados são mais finos e tortuosos 

(Papetti & Herman, 2002).  



CAPÍTULO II 

59 

Por fim, a angiogénese é um processo essencial de recuperação que ocorre em resposta 

a condições patológicas, nomeadamente as úlceras gastrointestinais, o enfarte agudo 

do miocárdio, o acidente vascular isquémico e a hipertrofia ventricular esquerda 

(Felmeden et al., 2003). 

Tendo em conta o envolvimento da angiogénese em múltiplos processos patológicos, 

têm sido investigadas estratégias para modular este processo no tratamento das 

doenças. A inibição da angiogénese é importante no tratamento antitumoral e anti-

inflamatório das doenças autoimunes. Por contraponto, a estimulação da angiogénese 

pode melhorar algumas condições, como a pré-eclampsia, a doença vascular isquémica, 

a doença de Crohn e a osteoporose (Felmeden et al., 2003; Logsdon et al., 2014). 

 

II.5. A angiogénese no aparelho reprodutor feminino 

Na mulher, a angiogénese é particularmente importante no sistema reprodutor, 

nomeadamente no desenvolvimento folicular, na formação do corpo amarelo e nas 

alterações endometriais durante o ciclo menstrual (Felmeden et al., 2003; Rizov et al., 

2017; Tahergorabi & Khazaei, 2012). 

O ovário é um órgão particular no qual ocorrem alterações contínuas de forma cíclica 

(Robinson et al., 2009). Apresenta um sistema vascular próprio, no qual são gerados e 

degenerados vasos, em resposta a modificações fisiológicas. A angiogénese é essencial 

para o normal processo da foliculogénese, bem como para a esteroidogénese e a 

maturação ovocitária. Os folículos primordiais e primários não possuem vascularização 

própria, pelo que são nutridos pelo estroma circundante. A partir dos folículos 

secundários é já necessário a existência de uma rede capilar, que fornece um suporte 

vascular próprio (Rizov et al., 2017; Robinson et al., 2009). 

O primeiro passo da foliculogénese é o recrutamento dos folículos primordiais mais 

próximos da medula do ovário. A proximidade com a zona de maior vascularização, 

com consequente maior exposição a nutrientes e a moléculas reguladoras, parece ser 
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crucial no recrutamento. Posteriormente, verifica-se o crescimento folicular, com a 

alteração e a divisão das células da granulosa, seguida da diferenciação das células do 

estroma e o desenvolvimento da teca. O desenvolvimento da teca implica a formação 

de novos vasos, ou seja, de angiogénese. No folículo antral existem duas redes capilares, 

uma imediatamente abaixo da membrana basal e outra localizada na teca externa 

(Rizov et al., 2017; Robinson et al., 2009). A neovascularização é essencial para a 

seleção e para o crescimento do folículo antral, bem como para o desenvolvimento do 

folículo pré-ovulatório. Paralelamente com a extensão da rede vascular ocorre o suporte 

hormonal do folículo. A utilização de substâncias antiangiogénicas reduz a 

vascularização da teca e, consequentemente, compromete gravemente o 

desenvolvimento folicular (Rizov et al., 2017). 

Apesar da informação sobre as vias e as moléculas envolvidas na angiogénese durante 

a foliculogénese ser escassa, sabe-se que este processo é mediado essencialmente pela 

expressão de VEGF, nomeadamente do VEGF-A, bem como por outros fatores, como 

as angiopoietinas, o FGF-2 e o PDGF. O VEGF promove simultaneamente a 

esteroidogénese (Rizov et al., 2017; Robinson et al., 2009). Um estudo em primatas, 

mostrou que, além do VEGF-A, o PGF também é necessário para a ovulação, 

luteinização e para a angiogénese folicular (Bender et al., 2018). A via de sinalização 

do Notch também está envolvida nestes processos, tendo sido identificada a expressão 

de Notch-1, Nocth-4 e Jagged-1 (Xie et al., 2017). 

A angiogénese também é fundamental na ovulação e no desenvolvimento e função do 

corpo amarelo. O aumento do fluxo sanguíneo e a vasodilatação são eventos 

característicos do folículo periovulatório. Os níveis elevados de VEGF-A nas células da 

granulosa não estimulam a atividade das protéases, mas sim a migração das células 

endoteliais. Tal facto parece ser explicado pela diferente composição das membranas 

basais folicular e vascular. A transição do folículo pré-ovulatório para corpo amarelo é 

um processo dinâmico que envolve uma série de alterações bioquímicas e morfológicas 

desencadeadas após o pico da hormona luteinizante (LH, do inglês, luteinizing hormone). 

Este pico aumenta a atividade proteolítica, com degradação da membrana basal e 

libertação de fatores angiogénicos. Nesta fase, há um aumento na expressão do FGF-

2, no contexto de níveis já elevados de VEGF-A, que permitem que ocorra 
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vascularização, de forma intensa, após a ovulação.  Foi demonstrada uma regulação 

positiva do HIF1α, através da sua estimulação pelo aumento da LH e da gonadotrofina 

coriónica humana (hCG, do inglês, human chorionic gonadotropin) (Rizov et al., 2017; 

Robinson et al., 2009; Xie et al., 2017). 

A angiogénese na fase lútea tem algumas diferenças em relação à angiogénese na fase 

folicular. Em primeiro lugar, a rotura da membrana basal após a ovulação, ativa as 

MMP e permite que as células endoteliais e os pericitos migrem e vascularizem as 

células luteinizadas da granulosa. Além disso, o processo é mais rápido e mais intenso, 

sendo a maioria das células proliferativas de origem vascular (Robinson et al., 2009). 

A angiogénese no ovário durante a foliculogénese, a esteroidogénese e na fase lútea 

está representada na Figura 4. 

 

 

Figura 4. A angiogénese durante a foliculogénese, esteroidogénese e na fase lútea. Created with 

BioRender.com 

 

Durante o ciclo menstrual ocorrem alterações endometriais, nas quais a angiogénese 

tem um papel fundamental. Na fase secretora tardia, após a ovulação, as células do 

estroma endometrial modificam-se, adquirindo propriedades bioquímicas e celulares 

únicas que lhes permitem suportar a implantação do embrião. Este processo designa-
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se por decidualização e nele ocorre diferenciação e remodelação tecidular. A 

decidualização é acompanhada pela criação de uma extensa rede de vasos no leito 

estromal que suporta o crescimento do embrião e do trofoblasto. A conexina (Cx) 43 

é uma proteína das gap junctions que aumenta em resposta ao estrogénio pelas células 

do estroma endometrial que circundam o embrião implantado na fase inicial da 

gravidez. A expressão de Cx43 afeta a expressão genética das células estromais 

recetoras, alterando sua capacidade de produzir VEGF, angiopoietina-1, 

angiopoietina-2 e, possivelmente, outros fatores angiogénicos parácrinos. O VEGF 

influencia a proliferação e a função das células endoteliais uterinas (Rizov et al., 2017). 

A hCG além de ser uma hormona fundamental na primeira fase da gravidez, tem um 

papel importante na angiogénese. As células endoteliais vasculares uterinas expressam 

recetores para a hCG, podendo esta ter efeito direto induzindo o sprouting. Esta 

hormona atua ainda nas células epiteliais endometriais e/ou diretamente no 

trofoblasto, induzindo a expressão de VEGF (Rizov et al., 2017). 

Por último, a síndrome de hiperestimulação ovárica é uma condição associada a um 

largo espectro de manifestações clínicas, cuja gravidade se correlaciona com os níveis 

de VEGF e do seu recetor. As mulheres grávidas com síndrome de hiperestimulação 

ovárica devem ser monitorizadas de forma mais rigorosa, devido ao risco aumentado 

de deterioração da sua condição clínica devido ao rápido aumento das concentrações 

séricas de hCG (Rizov et al., 2017). 

O conhecimento dos mecanismos subjacentes aos processos fisiológicos do ciclo 

menstrual, da fertilidade e da reprodução humana, permite delinear estratégias 

terapêuticas para doenças relacionadas com o sistema reprodutor feminino ou com a 

infertilidade. Nesta perspetiva, têm sido realizados estudos sobre a associação de 

polimorfismos no gene do VEGF com a endometriose, as falhas recorrentes de 

implantação e o aborto espontâneo após reprodução assistida (Rizov et al., 2017). Na 

síndrome do ovário poliquístico, há uma maior densidade vascular das células da teca 

e do estroma, devido aos níveis mais elevados de múltiplos fatores pró-angiogénicos 

(VEGF, PDGF, FGF, PGF, TGF-β). Assim, o seu tratamento cirúrgico, através da 

punção do ovárico com LASER (do inglês, light amplification by stimulated emission of 
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radiation) ou energia diatérmica (drilling), causa a rotura desta vascularização, levando 

a atresia folicular e subsequente melhoria da função ovárica. (Xie et al., 2017). 

 

II.6. Tratamentos pró-angiogénicos  

A abordagem terapêutica com intervenção na angiogénese tem sido estudada 

principalmente no sentido da sua inibição, nomeadamente na vertente da patologia 

oncológica e na degenerescência macular associada à idade (Gabhann et al., 2010). Em 

contraste com as terapêuticas antiangiogénicas, as abordagens para promover a 

angiogénese estão numa fase inicial da sua investigação. Contudo, o tratamento pró-

angiogénico pode ser efetuado com a intervenção de diversos fatores, como o VEGF, 

o PDGF, o FGF, o TGF, o HIF, entre outros (Tabela 2) (Logsdon et al., 2014). As 

diferenças inter-individuais, decorrentes de polimorfismos genéticos, doenças 

concomitantes, exposição ambiental ou dieta, tornam muito complexo o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas universais (Gabhann et al., 2010). 

 

Tabela 2. Ativadores do processo de angiogénese (adaptado de (Kopec & Abramczyk, 2022) e (Rust et 

al., 2019)) 

Função Moléculas 

Aumento da permeabilidade vascular VEGF 

Degradação da matriz extracelular VEGF, uPA, tPA, MMPs 

Proliferação e migração das células endoteliais VEGF, FGF, HGF, IGF, PGDF 

Formação do tubo VEGF, angiopoietinas, TGF-α, EGF, angiogenina 
 

VEGF, fator de crescimento endotelial vascular; uPA, ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (do 

inglês, urokinase-type plasminogen activator); tPA, ativador do plasminogénio tecidual (do inglês, tissue 

plasminogen activator); MMP, metaloproteínases da matriz; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; 

HGF, fator de crescimento de hepatócitos; IGF, fator de crescimento semelhante à insulina; PDGF, fator 

de crescimento derivado de plaquetas; TGF, fator de crescimento transformador; EGF, fator de 

crescimento epidérmico. 

 

As opções terapêuticas já estudadas para a angiogénese são diversas e podem envolver 

múltiplos elementos, designadamente os fatores de crescimento e seus recetores, os 
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microRNAs (miRNAs), a terapia celular, entre outros (Rust et al., 2019). 

A maioria dos ensaios clínicos terapêuticos focam-se na inibição ou na estimulação de 

componentes isolados, sendo o VEGF o mais estudado. Os anticorpos anti-VEGF são 

amplamente usados em tratamentos oncológicos e na retinopatia diabética. O primeiro 

fármaco foi estudado em 1997 e aprovado em 2004, é um anticorpo monoclonal 

humanizado anti-VEGF, o bevacizumab, com aplicação no cancro do cólon (Rust et 

al., 2019). O efeito neuroprotetor e pró-angiogénico do VEGF torna-o um candidato 

ideal para o tratamento do acidente vascular cerebral (Chen et al., 2021). Os estudos 

em modelo animal com a administração de fatores pró-angiogénicos no sistema 

nervoso central mostraram uma diminuição dos défices neurológicos e um aumento da 

densidade vascular. Porém, a sua eficácia foi comprometida pelo facto de aumentarem 

a permeabilidade vascular e da barreira hematoencefálica com consequente edema 

cerebral (Chen et al., 2021; Rust et al., 2019). Os ensaios clínicos com utilização de 

VEGF na doença arterial coronária e na doença arterial periférica ainda não 

produziram um medicamento que possa ser aprovado. Nestes estudos foi realizada a 

administração local (intramuscular ou intracoronária) ou sistémica (endovenosa) de 

isoformas de VEGF-A (Gabhann et al., 2010). 

O principal obstáculo ao sucesso terapêutico do VEGF, administrado sob a forma de 

proteína recombinante, é o seu perfil farmacocinético desfavorável, devido à semi-vida 

curta, necessitando de múltiplas administrações para obter estímulo pró-angiogénico 

suficiente no tecido alvo. Assim, têm sido desenhadas estratégias para promover a 

libertação do VEGF com recurso a vetores ou mesmo a matrizes, bem como o 

desenvolvimento de peptídeos bioidênticos ou até a modificação genética (De Rosa et 

al., 2018; Idrisova et al., 2022).  

Outras estratégias com intervenção em múltiplos fatores, como FGF, protéases, 

integrinas, PGF, recetores do VEGF e na via de sinalização da Dll4-Notch também 

têm sido estudadas com resultados semelhantes (Gabhann et al., 2010). 

Os HIFs têm um papel bem definido na estimulação da angiogénese, pelo que têm sido 

propostos inúmeros métodos para intervir na sua regulação. A regulação positiva do 
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HIF, com consequente aumento da produção de VEGF, tem sido investigada com a 

modulação de cofatores de hidroxilação, bem como com vetores de transporte 

(Gabhann et al., 2010). 

O insucesso da terapêutica com moléculas isoladas pode ser explicado pela 

complexidade da angiogénese, um mecanismo fisiológico multicelular, com múltiplas 

famílias de citocinas envolvidas. Neste sentido, parece ser necessária uma abordagem 

mais diferenciada e multifatorial.  

Os miRNAs relacionados com a angiogénese podem ser divididos em pró e 

antiangiogénicos. Como estratégica terapêutica, os miRNAs têm um enorme potencial, 

quer com recurso a administração exógena, quer através de modulação da expressão 

endógena (Rust et al., 2019). 

A terapêutica genética também tem sido amplamente estudada. A administração de 

cDNA de fator de crescimento de hepatócitos (HGF, do inglês, hepatocyte growth factor) 

e de VEGF165 humanos é um método seguro e eficaz de tratamento de doentes com 

isquemia crítica dos membros inferiores e diabetes mellitus (Barć et al., 2021). 

A terapia celular é uma abordagem emergente e alternativa para regular a angiogénese, 

através da substituição de células ou da melhoria dos sistemas de reparação celular. O 

transplante de células pode fornecer suporte trófico ou substituir a função de células 

vasculares ausentes na área danificada. A substituição das células tem o potencial de 

mitigar as consequências da doença e de facilitar a regeneração e função dos órgãos, 

mesmo em estádios avançado da doença. As células progenitoras endoteliais são a 

estratégia mais promissora para a produção de neovascularização em locais de 

isquemia. Existem vários ensaios clínicos em curso com a utilização da terapia celular 

com transplante de células em situações de isquemia, nomeadamente miocárdica e 

cerebral (Rust et al., 2019). 

O plasma enriquecido em plaquetas (PRP, do inglês, platelet-rich plasma) tem 

propriedades pró-angiogénicas e facilita a regeneração dos tecidos. Este consiste numa 

fração autóloga do sangue total que possui uma grande concentração de uma variedade 

de fatores de crescimento, nomeadamente de VEGF, de FGF, de TGF-β, de PDGF, de 
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HGF, de fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglês, epidermal growth factor) e de 

fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1, do inglês, insulin-like growth factor 

1). Na última década, o PRP tem sido aplicado em terapias plásticas, cirurgia 

periodontal e na correção de defeitos intra-ósseos. O seu perfil de segurança tem 

também sido estudado em doentes com angina grave e isquemia dos membros 

inferiores. No entanto, o PRP é uma produto biológico muito complexo com uma 

variedade de biomoléculas ativas, cujas funções ainda não foram totalmente 

esclarecidas (Goshchynsky et al., 2020; Imam et al., 2022). 

A administração local não de células, mas sim do seu secretoma também está a ser 

estudada, nomeadamente com a utilização de vesículas extracelulares. Os 

componentes das vesículas extracelulares não estão totalmente caracterizados, mas 

sabe-se que transportam proteínas, ácidos nucleicos e lípidos. As vesículas derivadas 

de células progenitoras endoteliais melhoram o comportamento angiogénico das 

células endoteliais, alterando a expressão de moduladores de angiogénese como o FGF-

1, o VEGFR-2, a angiopoietina-1 e o eNOS. Os estudos em modelos animais e pré-

clínicos têm-se revelado promissores na isquemia miocárdica e está em curso um ensaio 

clínico em doentes com acidente vascular cerebral isquémico agudo (Eelen et al., 2020). 

Têm sido desenvolvidas outras estratégias como a inibição de fatores antiangiogénicos. 

Por exemplo, a inibição de uma isoforma antiangiogénica específica do VEGF-A no 

músculo isquémico promove a recuperação da perfusão na doença arterial periférica 

(Ganta & Annex, 2021). 

Em suma, as terapêuticas pró-angiogénicas têm sido propostas pela sua potencial 

eficácia na abordagem de diversas condições, nomeadamente na doença arterial 

coronária ou periférica, associada à vascularização insuficiente e isquemia, podendo 

condicionar a falência do órgão e/ou tecido. Em doenças neurológicas degenerativas, 

como a esclerose lateral amiotrófica, a doença de Alzheimer, a doença de Huntington, 

a doença de Parkinson e a epilepsia, a terapêutica pró-angiogénica tem um efeito 

neuroprotetor e neuroregenerativo. Por fim, estas estratégias também têm sido 

aplicadas na cicatrização de feridas em medicina regenerativa e em engenharia de 

tecidos (De Rosa et al., 2018; Idrisova et al., 2022). 
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A criopreservação de tecido ovárico, enquanto técnica de preservação da fertilidade, 

implica o autotransplante do tecido. Ao contrário do transplante de grandes órgãos, 

onde a reperfusão é obtida imediatamente pela anastomose vascular, o transplante de 

tecido ovárico é dependente do crescimento de novos vasos, ou seja, da 

neoangiogénese. Durante este período, verifica-se isquemia e perda de folículos que 

compromete o sucesso e a longevidade do transplante (Donnez et al., 2013; L. Wang 

et al., 2013). Assim, têm sido estudadas diversas estratégias para melhorar a 

angiogénese, diminuindo o período de isquemia-reperfusão. 

Após o transplante do tecido criopreservado, há um período de hipoxia devido à 

revascularização progressiva e reposição gradual de oxigénio, que dura em média sete 

dias (Cacciottola et al., 2021; S. Lee, Ozkavukcu, et al., 2021; L. Wang et al., 2013). 

Os estudos em modelos animais mostraram que a perfusão inicial do enxerto de tecido 

ovárico se verifica no terceiro dia após transplante (L. Wang et al., 2013). No início 

do período pós-transplante, os tecidos dependem predominantemente do metabolismo 

anaeróbico; a transição para o metabolismo aeróbico ocorre quando a oxigenação é 

possível pela neovascularização (S. Lee, Ozkavukcu, et al., 2021).A resposta pró-

angiogénica à hipoxia é mediada maioritariamente pelo VEGF (Cacciottola et al., 

2021). Este fator também está implicado na transição dos folículos primordiais para 

secundários, como demonstrado num estudo in vitro com tecido ovárico de bovino 

mantido em cultura durante 10 dias (M. Y. Yang & Fortune, 2007).  

A estimulação da angiogénese no tecido ovárico tem sido estudada com a utilização do 

VEGF, de outros fatores de crescimento, de hormonas e de agentes antioxidantes. Estas 

estratégias têm sido propostas para o tratamento dos fragmentos de córtex de tecido 

ovárico antes da realização do transplante, através da sua administração em cultura ou 

inclusão num scaffold, ou mesmo após o transplante, com administração sistémica. 

 

III.1. Fatores de crescimento 

O VEGF tem um efeito demonstrado no recrutamento de vasos sanguíneos funcionais 
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(M. M. Fransolet et al., 2015; Henry et al., 2015; Labied et al., 2013; Shikanov et al., 

2011; Souza et al., 2021). 

O efeito do VEGF-168 foi avaliado no transplante de tecido ovárico encapsulado em 

hidrogel de fibrina modificado com peptídeo de ligação à heparina. O grupo submetido 

ao tratamento apresentou maior sobrevivência dos folículos primordiais e um aumento 

no número de vasos  (Shikanov et al., 2011). 

As isoformas VEGF-111 e VEGF-165 também aumentaram a densidade vascular do 

enxerto de tecido ovárico. O efeito destes fatores foi estudado com a sua administração 

numa matriz de colagénio em conjunto com tecido de ovário de ovelha previamente 

submetido a criopreservação lenta e descongelação. Posteriormente, foi realizado o 

transplante ortotópico em murganho do ovário englobado na matriz (M. M. Fransolet 

et al., 2015; Labied et al., 2013). 

Apenas um estudo não mostrou benefício do tratamento com este fator de 

crescimento. Neste caso, VEGF de roedor foi adicionado em cultura durante 24 horas 

e posteriormente foi realizado o transplante heterotópico de tecido ovárico de bovino 

no retroperitoneu de murganho. A densidade vascular foi semelhante entre grupos 

tendo-se verificado uma diminuição significativa em relação ao tecido antes do 

transplante. Tal facto, pode ser explicado pela reduzida concentração de VEGF 

utilizada (5 ng/mL) (Langbeen et al., 2016).  

Como alternativa, o VEGF pode ser incluído no meio de descongelação com efeitos 

benéficos na melhoria da densidade vascular do enxerto (Souza et al., 2021). 

O bFGF (FGF básico ou FGF-2) em alta concentração é outra estratégia que pode ser 

utilizada para melhorar o desenvolvimento folicular e a revascularização do tecido 

ovárico (J.-M. Gao et al., 2013; Tanaka et al., 2018). Este resultado foi constatado com 

a administração de várias concentrações de bFGF num hidrogel de fibrina no qual foi 

encapsulado o tecido ovárico de murganho fresco e posteriormente autotransplantado 

durante 7 dias (J.-M. Gao et al., 2013). O mesmo foi conseguido com a administração 

num hidrogel de gelatina ácida biodegradável e posterior transplante heterotópico a 

nível subcutâneo em murganho durante 6 semanas (Tanaka et al., 2018). 
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A associação do FGF com o VEGF mostrou ser mais interessante, pois melhora a 

sobrevivência dos folículos primordiais e a angiogénese e diminui a apoptose dos 

folículos e das células do estroma, face ao tratamento com cada fator isoladamente (J. 

Gao et al., 2015; L. Wang et al., 2013; C.-H. Zhang et al., 2016).  

Esta associação foi estudada com a administração numa matriz de colagénio com 

tecido ovárico de murganho fresco alotransplantado em localização subcutânea. Além 

da melhoria da angiogénese, verificou-se que o grupo tratado com a associação teve 

um número significativamente superior de folículos primordiais e secundários, menos 

células em apoptose e uma restituição mais precoce da função endócrina, 

comparativamente com o controlo e com a utilização dos fatores isoladamente (J. Gao 

et al., 2015). 

O tratamento com FGF-2 e VEGF também foi estudado por adição ao meio de cultura 

15 minutos antes do autotransplante heterotópico de tecido ovário de murganho, 

previamente vitrificado. Além do aumento no número de vasos, também se verificou 

uma maior sobrevivência dos enxertos e maior número de folículos. Do ponto de vista 

reprodutivo, constatou-se melhor qualidade ovocitária e maior proporção de 

desenvolvimento até ao estádio de blastocisto, no grupo tratado com a associação em 

comparação com o controlo. Contudo, não houve diferenças na expressão de proteínas 

relacionadas com a angiogénese nem na taxa de fertilização (S. H. Li et al., 2016).  

A administração de bFGF, isoladamente ou em combinação com VEGF, melhorou a 

qualidade do enxerto de tecido ovárico humano, embora o VEGF, independentemente 

das diferentes concentrações, não tenha influenciado o efeito do bFGF. O tecido 

ovárico humano, previamente vitrificado e descongelado, foi cultivado durante 48 

horas com VEGF e bFGF, isoladamente ou em associação. Posteriormente foi realizado 

o xenotransplante heterotópico em murganho e este foi recuperado após 7 dias. A 

análise do tecido mostrou um aumento da densidade vascular em todos os grupos de 

tratamento (bFGF isolado ou em associação com VEGF em diferentes concentrações) 

comparativamente com o controlo. Adicionalmente, verificou-se um aumento na 

proliferação e no número de folículos e uma diminuição na apoptose (Kang et al., 

2016). 
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Em oposição, um estudo reportou ausência de benefício na associação de VEGF com 

bFGF. Neste estudo foram comparados três grupos: tecido ovárico transplantado sem 

tratamento e tecido ovárico tratado com ácido hialurónico com e sem VEGF e bFGF. 

No desenho experimental foi utilizado o modelo de rato com o tratamento aplicado 

numa matriz com hidrogel de ácido hialurónico seguido de autotransplante 

heterotópico do tecido fresco, com subsequente análise do tecido após um ciclo estrus 

(Tavana et al., 2016). A ausência de diferenças entre grupos neste estudo pode ser 

justificada pela menor concentração dos fatores de crescimento, menor duração do 

transplante e pela utilização da matriz de ácido hialurónico.  

O tratamento após o transplante com VEGF e FGF, isoladamente ou em associação, 

demonstrou induzir aumento da densidade vascular em todos os grupos de tratamento, 

com menores níveis de apoptose e de fibrose no grupo sujeito à associação dos dois 

fatores de crescimento. Neste estudo, o xenotransplante do tecido ovárico humano 

fresco foi realizado no músculo de coelhos e o tratamento foi realizado através de 

administrações subcutâneas de bFGF e de VEGF isoladamente ou em associação (L. 

Wang et al., 2013). 

A administração subcutânea de angiopoietina-2, isoladamente ou em associação com 

o VEGF, após o transplante, também melhorou a vascularização do enxerto (Kong et 

al., 2017; Youm et al., 2016). A administração isolada de angiopoietina-2, no dia 

anterior ao autotransplante heterotópico de tecido ovárico de murganho previamente 

vitrificado, condicionou um aumento no número de vasos e na proporção de folículos 

intactos (Youm et al., 2016).  A associação de angiopoietina-2 com VEGF-164 através 

da injeção intraperitoneal, no dia anterior ao transplante heterotópico em murganho 

de tecido de bovino previamente vitrificado, mostrou um aumento da densidade 

vascular, o que resultou na manutenção da integridade e da densidade foliculares, e na 

redução da apoptose folicular e da fibrose do tecido (Kong et al., 2017). 

A Tabela 3 resume os estudos descritos com a utilização de fatores de crescimento para 

promover a angiogénese do tecido ovárico.  
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Tabela 3. Utilização de fatores de crescimento para estimular a angiogénese do tecido ovárico. 

 
Fator 

Espécie 

dadora 

Espécie 

recetora 

Local do 

transplante 

Tecido 

ovárico 

Via de 

administração 

Time-

points 
Efeito Efeito na angiogénese Referência 

P
ré

-t
ra

n
sp

la
n

te
 

VEGF-168 

(74 μg/mL) 
Murganho 

Murganho 

(autotx) 
Ortotópico  

TOC 

VT 

Hidrogel de 

fibrina 

modificado 

2 ciclos 

estrus 
 

Aumento no número de 

vasos (CD31+, IHQ). 

(Shikanov et 

al., 2011) 

VEGF-111 

(500 μg /L) 
Ovino Murganho Ortotópico  

TOC 

CPL 

Matriz de 

colagénio 

3 e 21 

dias 
 

Aumento da rede 

vascular funcional 

(αSMA+, IHQ) (dia 3); 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ) 

(dia 21). 

(Labied et 

al., 2013) 

VEGF-111 

(100 nmol/L) 
Ovino Murganho Ortotópico 

TOC 

CPL 

Matriz de 

colagénio 

3 e 21 

dias 
 

Aumento da densidade 

vascular (FITC-

dextrano, IHQ). 

(M. M. 

Fransolet et 

al., 2015) 

VEGF-165 

(50 nmol/L) 
Ovino Murganho Ortotópico  

TOC 

CPL 

Matriz de 

colagénio tipo 

I  

3 e 21 

dias 
 

Aumento da rede 

vascular funcional 

(αSMA+, IHQ) (dia 3); 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ) 

(dia 21). 

(Henry et al., 

2015) 

VEGF de roedor 

(5 ng/mL) 
Bovino  Murganho 

Heterotópico 

(retroperitoneu) 
TOF 

Meio de 

cultura (24 

horas) 

14 e 28 

dias 
= 

Sem diferenças na 

densidade vascular 

(vWF+, IHQ). 

(Langbeen et 

al., 2016) 

VEGF (50 ng/mL) Equino Murganho 

Heterotópico 

(peritoneu 

parietal) 

TOC 

CPL 

Meio de 

descongelação 
7 dias  

Aumento da densidade 

vascular (CD31+ e 

αSMA+, IHQ). 

(Souza et al., 

2021) 

bFGF (75, 100 e 

150 μg/mL) 
Murganho 

Murganho 

(autotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOF 

Hidrogel de 

fibrina 
7 dias  

Aumento no número de 

vasos (CD31+, IHQ). 

(J.-M. Gao et 

al., 2013) 

bFGF (1 mg/mL) Humano Murganho 
Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

CPL 

Hidrogel de 

gelatina ácida 

biodegradável 

6 

semanas 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ). 

(Tanaka et 

al., 2018) 

bFGF (100 μg/mL) 

e VEGF (75 

μg/mL) 

Murganho 
Murganho 

(alotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOF 

Matriz de 

colagénio 

7 e 21 

dias 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ) 

(dia 21). 

(J. Gao et al., 

2015) 
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bFGF (9 μg/mL) 

e VEGF (2 μg/mL) 
Murganho 

Murganho 

(autotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

VT 

Meio de 

cultura (15 

min) 

7, 14 e 

21 dias 

= 

 
 

Nenhuma diferença na 

expressão proteínas 

relacionadas com a 

angiogénese (ELISA); 

Aumento no número de 

vasos (vWF+, IHQ) 

(S. H. Li et 

al., 2016) 

bFGF (150 ng/mL) 

e VEGF (25, 50, 

75, 100 ng/mL) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

VT 

Meio de 

cultura (48 

horas) 

7 dias  
Aumento da densidade 

vascular (CD34+, IHQ) 

(Kang et al., 

2016) 

bFGF (2 μg/mL) 

e VEGF-165 

(2 μg/mL) 

Rato 
Rato 

(autotx) 

Heterotópico 

(intramuscular) 
TOF 

Hidrogel de 

ácido 

hialurónico 

1 ciclo 

estrus 

= 

 
 

Nenhuma diferença na 

expressão dos genes 

VEGF e CD31 (RT-

PCR); 

Diminuição na 

expressão do gene CD34 

(RT-PCR). 

(Tavana et 

al., 2016) 

P
ó
s-

tr
a
n

sp
la

n
te

 

VEGF (50 ng/mL) 

e bFGF (100 

ng/mL) 

Humano Coelho 
Heterotópico 

(intramuscular) 
TOF 

Subcutânea 

(dia 7) 

6 

semanas 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ) 

(L. Wang et 

al., 2013) 

Angiopoietina-2 

(50 e 500 ng/kg) 
Murganho 

Murganho 

(autotx) 

Heterotópico 

(cápsula renal) 

TOC 

VT 

Intraperitoneal 

(dia -1) 

2, 7, 21 

e 42 

dias 

 
Aumento no número de 

vasos (CD31+, IHQ) 

(Youm et al., 

2016) 

Angiopoietina-2 

(500 ng/kg) e 

VEGF-164 (200 

ng/kg) 

Bovino Murganho 
Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

VT 

Intraperitoneal 

(dia -1) 

7 e 28 

dias 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ) 

(dia 7) 

(Kong et al., 

2017) 

 

Alotx - alotransplante; Autotx - autotransplante; CPL - criopreservação lenta; FGF - fator de crescimento de fibroblastos; FITC - isotiocianato de fluoresceína; IHQ - 

imunohistoquímica; RT-PCR - real-time PCR; TOC - tecido ovárico criopreservado; TOF - tecido ovárico fresco; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; VT 

- vitrificação; vWF - fator de von Willebrand; αSMA - αactina do músculo liso;  - aumento;  - diminuição; = - sem efeito. 
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III.2. Modulação através de hormonas 

A expressão do gene do VEGF é modulada por hormonas, nomeadamente a FSH, a 

LH e a hCG, entre outras (Takae & Suzuki, 2019). A eficácia do tratamento com 

gonadotrofinas continua a ser uma questão controversa (de Macêdo et al., 2018; H. 

Yang et al., 2008; Y. Yang et al., 2015; Zheng et al., 2020). O efeito do tratamento 

hormonal na criopreservação e transplante de tecido ovário tem sido alvo de 

investigação e está resumido na Tabela 4.  

A adição de FSH à solução de vitrificação aumentou a expressão do gene VEGF e do 

seu recetor VEGFR-2. Estes resultados foram obtidos num estudo em murganho com 

o alotransplante de tecido ovárico e a sua avaliação dois dias depois (Y. Yang et al., 

2015). A administração intraperitoneal de gonadotrofina sérica da égua prenhe não 

alterou a expressão de VEGF, nem a massa do ovário ou a proporção dos folículos (H. 

Yang et al., 2008). Contudo, a administração intraperitoneal de gonadotrofinas 

coriónicas equinas, melhorou a vascularização no enxerto com aumento da superfície 

e densidade vascular (de Macêdo et al., 2018).  

A utilização de LH isoladamente promoveu a sobrevivência do tecido ovárico no 

processo de criopreservação e transplante. Estes resultados foram obtidos com a 

administração de LH em cultura uma hora antes congelação, no meio de congelação e 

novamente em cultura uma hora após a descongelação. Após este período, o tecido foi 

avaliado e procedeu-se ao transplante para avaliação da função endócrina e da 

fertilidade. Verificou-se que a LH aumentou a proporção de folículos viáveis, 

aumentou a expressão de VEGF, de Cx37 e de Cx43 em ovários vitrificados e diminuiu 

o tempo até à recuperação da função endócrina (Zheng et al., 2020). 

A menotropina, também conhecida como gonadotrofina menopáusica humana (hMG, 

do inglês, human menopausal gonadotropin), contem LH e FSH (1:1). A exposição in vitro 

do tecido ovárico de murganho à hMG, seguida do autotransplante a fresco, mostrou 

melhorar a angiogénese e o tempo de reperfusão, reduzindo-o para 24 horas, deste 

modo, melhorando a sobrevivência dos folículos (Y. Y. Wang et al., 2012). 
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Tabela 4. Estimulação hormonal da angiogénese do tecido ovárico. 

 
Fator 

Espécie 

dadora 

Espécie 

recetora 

Local do 

transplante 

Tecido 

Ovárico 

Via de 

administração 

Time-

points 
Efeito Efeito na angiogénese Referência 

P
ré

-t
ra

n
sp

la
n

te
 

hMG (0,15, 0,30 

e 0,60 UI/mL) 
Murganho 

Murganho 

(autotx) 

Heterotópico 

(cápsula 

renal) 

TOF 
Meio de cultura 

(3 horas) 

1, 2 e 

28 dias 
 

Aumento na expressão da 

proteína VEGF em cultura 

de tecidos antes do enxerto 

com 0,60 UI/mL de hMG 

(IHQ). 

(Y. Y. 

Wang et 

al., 2012) 

FSH (0,3 

UI/mL) 
Murganho 

Murganho 

(alotx) 

Orto- e 

heterotópico 

(cápsula 

renal)  

TOC 

VT 

Solução de 

vitrificação 
2 dias  

Aumento na expressão do 

gene VEGF e VEGFR-2 

(RT-PCR). 

(Y. Yang et 

al., 2015) 

P
ó
s-

tr
a
n

sp
la

n
te

 

PMSG (10 mUI) Rato 
Rato 

(autotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

CPL 

Intraperitoneal  

(a cada 2 dias) 

2, 7 e 

30 dias 
= 

Sem diferenças na expressão 

de VEGF (WB, RT-PCR, 

IHQ). 

(H. Yang et 

al., 2008) 

eCG (10 UI) Gato Murganho 

Heterotópico 

(cápsula 

renal) 

TOF 
Intraperitoneal 

(dia 45) 
47 dias  

Aumento da densidade 

vascular (HE). 

(de 

Macêdo et 

al., 2018) 

AMH 

recombinante 

(1,23 μg) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

VT 

Bomba 

osmótica 

intraperitoneal  

(dia -7 a 7) 

7 dias = 
Sem diferenças na expressão 

do gene VEGF (RT-PCR). 

(Detti et 

al., 2018) 

EPO (5000 

UI/kg) 
Rato 

Rato 

(autotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOF 

Local do 

transplante  

(dia 0 e 28) 

8 

semanas 
 

Diminuição da expressão da 

proteína VEGF (ELISA). 

(Kolusari et 

al., 2018) 

 

Alotx - alotransplante; AMH - hormona anti-Mülleriana; Autotx - autotransplante; CPL - criopreservação lenta; eCG - gonadotrofinas coriónicas equinas; EPO - 

eritropoietina; FITC - isotiocianato de fluoresceína; FSH - hormona folículo-estimulante; HE - Hematoxilina-Eosina; hMG - menotropina; IF - imunofluorescência; 

IHQ - imunohistoquímica; LH - hormona luteinizante; PMSG - gonadotrofina sérica da égua prenhe; RT-PCR - real-time PCR; TOC - tecido ovárico criopreservado; 

TOF - tecido ovárico fresco; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; VT - vitrificação; WB - Western-blot;  - aumento;  - diminuição; = - sem efeito.
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A hormona anti-Mülleriana recombinante, administrada no período peri-transplante, 

não protegeu da depleção folicular inicial nem alterou a expressão do gene VEGF, mas 

reduziu a apoptose e a ativação celular. Esta estratégia foi investigada com tecido 

ovárico humano vitrificado e, posteriormente, descongelado e xenotransplantado em 

murganho (Detti et al., 2018). 

A eritropoietina é uma hormona glicoproteica que regula a eritropoiese. Trata-se um 

fator de crescimento pleiotrópico que estimula o crescimento das células endoteliais, 

tendo um efeito pro-angiogénico em vários tecidos e tumores (Kimáková et al., 2017). 

O efeito da eritropoietina foi estudado no enxerto de tecido ovárico após o transplante. 

Neste estudo foram utilizados murganhos, submetidos a ovariectomia e posterior 

autotransplante heterotópico do tecido ovárico fresco, com administração 

intraperitoneal de eritropoietina. Verificou-se uma melhoria da sobrevivência folicular 

e da função do enxerto 28 dias após o transplante. Contudo, não foi realizada 

nenhuma avaliação da angiogénese (Mahmoodi et al., 2014).  

A mesma estratégia foi investigada em modelo de rato e com a administração local de 

uma concentração superior de eritropoietina no dia do transplante e quatro semanas 

depois. A avaliação do tecido, oito semanas depois do transplante mostrou uma 

diminuição da expressão de VEGF (Kolusari et al., 2018). Em ambos os estudos, 

verificou-se uma melhoria da sobrevivência folicular, provavelmente pela redução da 

lesão isquémica, na sequência da melhor angiogénese e de efeito antioxidante 

(Kimáková et al., 2017; Kolusari et al., 2018). 

 

III.3. Agentes antioxidantes 

O papel dos agentes antioxidantes para estimular a angiogénese do tecido ovárico 

também tem sido investigado, com vista a diminuir o stresse oxidativo após a 

reperfusão tecidual (Tabela 5) (Cacciottola et al., 2021). 

A N-acetilcisteína é um antioxidante e precursor da glutationa, utilizado como agente 
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mucolítico e também como tratamento para a sobredosagem de paracetamol. Os 

estudos experimentais revelaram efeitos protetores da N-acetilcisteína em lesões de 

isquemia/reperfusão de vários órgãos, através da inibição da apoptose e da promoção 

da sobrevivência celular. Em enxertos de tecido ovárico foi demostrado um efeito 

benéfico na sobrevivência folicular, com diminuição do stresse oxidativo e da apoptose 

(Cacciottola et al., 2021; Daneshpoya et al., 2017).  

Num estudo com autotransplante heterotópico de tecido ovárico fresco de rato, a 

administração intraperitoneal de N-acetilcisteína condicionou um aumento da 

densidade vascular no tecido avaliado 28 dias após o transplante (Daneshpoya et al., 

2017). O oposto foi constatado por outro grupo de investigadores, com a diminuição 

da densidade vascular após 29 dias de transplante, porém com efeito antioxidante, 

anti-inflamatório e antiapoptótico. Neste último estudo, foi utilizada a mesma 

concentração e via de administração da N-acetilcisteína, porém foi utilizado tecido 

previamente criopreservado e foi realizado o xenotransplante em murganho (Olesen et 

al., 2021). 

A benfotiamina é a forma lipossolúvel da vitamina B1. Esta vitamina estimula as 

defesas antioxidantes por meio da ativação da transcetólase e protege as células 

vasculares do stresse oxidativo e da apoptose. Num estudo com autotransplante 

ortotópico de tecido ovárico fresco de rato, durante 21 dias, observou-se uma 

diminuição na expressão de VEGF com o tratamento peritransplante com N-

acetilcisteína e benfotiamina. Apesar deste efeito, houve uma melhoria do enxerto, 

com um aumento do número de folículos primordiais e da proliferação do tecido, 

paralelamente com uma diminuição da apoptose, da fibrose e da necrose (Tuncer et 

al., 2018). 

A vitamina E também foi estudada neste contexto com melhoria da sobrevivência do 

tecido ovárico, porém sem repercussões na densidade vascular (Nugent et al., 1998; 

Scalercio et al., 2015; Takae & Suzuki, 2019). 
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Tabela 5. Utilização de agentes antioxidantes para estimular a angiogénese do tecido ovárico. 

 Fator 
Espécie 

dadora 

Espécie 

recetora 

Local do 

transplante 

Tecido 

Ovárico 

Via de 

administração 

Time-

points 
Efeito Efeito na angiogénese Referência 

Pré-

transplante 

Vitamina E 

(50 μmol/L) 
Macaco 

Macaco 

(autotx) 

Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOF 

Meio de 

cultura 
7 dias = 

Sem diferença na 

densidade vascular 

(CD31+, IHQ). 

(Scalercio et 

al., 2015) 

Pós-

transplante 

NAC  

(150 mg/kg) 
Rato 

Rato 

(autotx) 

Heterotópico 

(intramuscular 

ou em tecido 

de granulação 

cicatrizante) 

TOF 
Intraperitoneal 

(dia -2 a 7) 

28 

dias 
 

Aumento da densidade 

vascular (HE) . 

(Daneshpoya 

et al., 2017) 

NAC  

(150 mg/kg) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

CPL 

Intraperitoneal 

(dia 0 a 7) 

7 e 

29 

dias 

= 

 
 

Sem diferenças na 

expressão do gene VEGF 

ou Angiopoietina-4 (dia 

7) (RT-PCR); 

Diminuição da densidade 

vascular (dia 29) 

(CD31+, IHQ). 

(Olesen et 

al., 2021) 

NAC  

(150 mg/kg) 
Rato 

Rato 

(autotx) 
Ortotópico TOF 

Intraperitoneal 

(dia -1 a 21) 

21 

dias 
 

Diminuição da expressão 

de VEGF (IHQ). (Tuncer et 

al., 2018) Benfotiamina 

(70 mg/kg) 
Rato 

Rato 

(autotx) 
Ortotópico TOF 

Oral  

(dia -1 a 21) 

21 

dias 
 

Diminuição da expressão 

de VEGF (IHQ). 

 

Alotx - alotransplante; Autotx - autotransplante; CPL - criopreservação lenta; HE - Hematoxilina-Eosina; IF - imunofluorescência; IHQ - imunohistoquímica; NAC - 

N-acetilcisteína; RT-PCR - real-time PCR; TOC - tecido ovárico criopreservado; TOF - tecido ovárico fresco; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; VT - 

vitrificação;  - aumento;  - diminuição; = - sem efeito. 
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III.4. Terapia celular 

As células estaminais são células com potencial para se diferenciar em muitos tipos 

diferentes de células e têm sido estudadas pelo seu efeito no aumento da angiogénese 

em doenças isquémicas. A sua aplicação em tecido ovárico mostrou uma melhoria na 

angiogénese do enxerto (Tabela 6) (Damous, Nakamuta, de Carvalho, et al., 2015; 

Damous, Nakamuta, Saturi de Carvalho, et al., 2015; Kim et al., 2021; Y. Zhang et al., 

2017). 

As células estaminais mesenquimatosas (MSCs, do inglês, mesenchymal stem cells) têm 

um papel importante na regeneração tecidual, manutenção da homeostase tecidual e 

vascularização. Sob condições apropriadas, estas células podem ser ativadas, secretar 

vários fatores angiogénicos, adquirir fenótipo endotelial ou recrutar células endoteliais 

vasculares, diferenciar-se em pericitos ou células endoteliais e incorporar as paredes 

dos vasos sanguíneos. As MSCs humanas derivadas da medula óssea foram aplicadas 

em matrigel que encapsulou tecido ovárico humano previamente submetido a 

criopreservação e descongelação. Seguidamente, realizou-se o xenotransplante 

heterotópico em murganho e o tecido foi analisado 3, 7 e 21 dias depois. Com este 

tratamento verificou-se um aumento na expressão das proteínas VEGF, FGF-2 e 

angiogenina, na densidade vascular e na perfusão sanguínea (Xia et al., 2015). Num 

estudo semelhante verificou-se um aumento da densidade vascular paralelamente com 

o aumento do número folículos primordiais e a diminuição da apoptose nestes folículos 

(Y. Zhang et al., 2017). 

Resultados semelhantes foram obtidos com a utilização de células estaminais derivadas 

de tecido adiposo (ASCs, do inglês, adipose-derived stem cells). As ASCs têm sido usadas 

como estímulo pró-angiogénico, uma vez que se diferenciam ou comportam como 

células endoteliais após a injeção no tecido isquémico. Estas células exibem uma 

produção basal de VEGF, que pode ser influenciada pela hipoxia. Esta estratégia foi 

estudada em rato e, imediatamente após a ovariectomia, foram administradas ASC no 

estroma do ovário, com posterior autotransplante heterotópico. Cerca de 30 a 35 dias 

depois, na fase diestrus, o tecido foi analisado e verificou-se um aumento da expressão 

de VEGF e do número de vasos (Damous, Nakamuta, Saturi de Carvalho, et al., 2015). 
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O mesmo grupo publicou um estudo semelhante, com níveis idênticos de proporção 

folicular, mas com níveis mais elevados de apoptose no grupo tratado com ASCs. No 

entanto, não foi avaliada a angiogénese. Neste estudo, foi também utilizado o modelo 

de rato com autotransplante e administração intraovárica das ASCs, porém o tecido 

ovárico foi criopreservado (Damous, Nakamuta, de Carvalho, et al., 2015).  

O papel das ASCs na estimulação da angiogénese do tecido ovárico também foi testado 

com a utilização de fibrina e com diferentes números de células. No primeiro estudo, 

com a utilização destas células, foi utilizado tecido ovárico humano pós-

criopreservação. Este foi encapsulado num scaffold de fibrina, com ou sem ASCs em 

diferentes quantidades, e posteriormente foi realizado o xenotransplante heterotópico 

em murganho. A utilização de 1,5×106 ASCs apresentou níveis superiores de área 

endotelial, como demonstrado pela marcação imunohistoquímica com CD34 

(Manavella, Cacciottola, Desmet, et al., 2018). O mesmo grupo de investigadores 

realizou outro estudo com ASCs, no qual colocou um implante com ou sem ASC no 

retroperitoneu de murganho, local onde seria realizado o xenotransplante, 14 dias 

antes do mesmo ser realizado. Neste trabalho foram constatadas taxas de 

vascularização e de oxigenação mais elevadas com a utilização de ASC, bem como taxas 

de sobrevivência folicular superiores (Manavella, Cacciottola, Pommé, et al., 2018). 

Posteriormente, outro ensaio com desenho experimental semelhante corroborou os 

resultados, demonstrando ainda que as ASC se diferenciam em vasos humanos e 

promovem a secreção de VEGF numa correlação positiva com a densidade vascular 

(Manavella et al., 2019). 

Ainda no âmbito da terapia celular, foi avaliado o efeito de células estromais 

mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (AdMSCs, do inglês, adipose-

mesenchymal derived stem cells) e células endoteliais isoladas do cordão umbilical, as quais 

podem ser alternativa para mitigar a isquemia e modular a ativação folicular (Cha et 

al., 2014; Man et al., 2017, 2018; Shojafar et al., 2018). A administração de AdMSC 

no local de transplantação acelerou a angiogénese, mas a localização das células 

endoteliais vasculares foi semelhante ao grupo controlo ao final de 28 dias. Porém, 

houve um aumento do volume do ovário, do número de folículos e das concentrações 

de progesterona e de estradiol, bem como uma diminuição da apoptose e dos 
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marcadores inflamatórios. Neste estudo foi utilizado tecido ovárico fresco 

autotransplantado no músculo de murganhos (Shojafar et al., 2018). As células 

endoteliais foram estudadas com administração subcutânea, no local do alotransplante 

de tecido ovárico de murganho previamente submetido a criopreservação. A avaliação 

do enxerto revelou um aumento do número de vasos e melhor sobrevivência folicular 

comparativamente com os fragmentos transplantados em locais com injeção simulada 

(Cha et al., 2014). Um estudo posterior avaliou o efeito das células endoteliais num 

cotransplante em murganho com o tecido ovárico humano previamente submetido a 

criopreservação. Neste trabalho foi evidenciada a melhoria do desenvolvimento 

folicular e a preservação dos folículos quiescentes. Contudo, não foi avaliada a 

angiogénese (Man et al., 2018). 
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Tabela 6. Aplicação da terapia celular para estimular a angiogénese do tecido ovárico. 

 Fator 
Espécie 

dadora 

Espécie 

recetora 

Local do 

transplante 

Tecido 

Ovárico 

Via de 

administração 

Time-

points 
Efeito Efeito na angiogénese Referência 

P
ré

-t
ra

n
sp

la
n

te
 

MSC  

(5×105 

células) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

CPL 
Matrigel GFR 

3, 7 e 

21 dias 

 
 
 
 
 

Aumento na expressão de 

VEGF, FGF-2 e angiogenina 

(WB); 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ); 

Aumenta a perfusão 

sanguínea. 

(Xia et al., 

2015) 

MSC  

(5×105 

células) 

Humano Murganho  
Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOC Matrigel 7 dias  

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ/IF). 

(Y. Zhang 

et al., 2017) 

ASC (1,5×105 

e 1,5×106 

células) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(retroperitoneu) 

TOC 

CPL 

Scaffold de 

fibrina 

3, 7 e 

14 dias 
 

Aumento da área endotelial 

com 1,5×106 células 

(CD34+, IHQ). 

(Manavella, 

Cacciottola, 

Desmet, et 

al., 2018) 

ASC (1,5×106 

células) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(retroperitoneu) 

TOC 

CPL 

Implante de 

fibrina  

(dia -14) 

7 dias  
Aumento da área endotelial 

(CD34+, IHQ). 

(Manavella, 

Cacciottola, 

Pommé, et 

al., 2018) 

ASC (1,5×105 

e 1,5×106 

células) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(retroperitoneu) 

TOC 

CPL 

Implante de 

fibrina  

(dia -14) 

7 dias 
 
 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD34+, IHQ); 

Aumento na expressão de 

VEGF (RT-PCR). 

(Manavella 

et al., 2019) 

AdMSC 

(5×104/5µL 

solução salina) 

Murganho 
Murgaho 

(autotx) 

Heterotópico 

(intramuscular) 
TOF 

Local do 

transplante  

(dia 0) 

1-3 e 28 

dias 
= 

Localização semelhante das 

células endoteliais (CD31+, 

IF). 

(Shojafar et 

al., 2018) 

P
ó
s-

tr
a
n

sp
la

n
te

 

ASC (5×104 

células/ovário) 
Rato 

Rato 

(autotx) 

Heterotópico 

(retroperitoneu) 
TOF 

Intraovário 

(dia 0) 

30 a 35 

dias (na 

fase 

diestrus) 

 
 
 
 

Aumento da expressão de 

VEGF (RT-PCR); 

Aumento do número de vasos 

(vWF, IHQ/IF). 

(Damous, 

Nakamuta, 

Saturi de 

Carvalho, et 

al., 2015) 

EPC (5×105 

células/animal) 
Murganho 

Murganho 

(alotx)  

Heterotópico 

(subcutâneo) 

TOC 

CPL 

Subcutânea 

(dia -7) 

1, 2 e 4 

semanas 
 

Aumento do número de vasos 

(CD31+, IHQ). 

(Cha et al., 

2014) 
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Alotx - alotransplante; AdMSCs - células estromais mesenquimatosas  derivadas do tecido adiposo; ASC - células estaminais do tecido adiposo; Autotx - 

autotransplante; CPL - criopreservação lenta; EPC - células endoteliais progenitoras; FGF - fator de crescimento de fibroblastos; GFR - fator de crescimento reduzido; 

IF - imunofluorescência; IHQ - imunohistoquímica; MSC - células estaminais mesenquimatosas; RT-PCR - real-time PCR; TOC - tecido ovárico criopreservado; TOF 

- tecido ovárico fresco; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; VT - vitrificação; vWF - fator de von Willebrand; WB - Western-blot;  - aumento;  - 

diminuição; = - sem efeito. 

 

Tabela 7. Outras estratégias para estimular a angiogénese do tecido ovárico. 

 Fator 
Espécie 

dadora 

Espécie 

recetora 

Local do 

transplante 

Tecido 

Ovárico 

Via de 

administração 

Time-

points 
Efeito Efeito na angiogénese Referência 

P
ó
s-

tr
a
n

sp
la

n
te

 

Sinvastatina  

(0,1 mg/kg) 
Humano Murganho 

Orto- e 

heterotópico 

(intramuscular) 

TOF 
Intraperitoneal 

(dia -1 a 7) 
30 dias  

Aumento da fração de 

volume sanguíneo (RM). 

(Y. Cohen 

et al., 

2016) 

Sinvastatina 

(10 mg/L) 

Matriz de fibrina 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(intramuscular) 

TOC 

CPL 
Oral 21 dias 

 
 

= 

Aumento da expressão de 

vWF (IF); 

Sem diferenças na expressão 

de CD31 (IF). 

(Magen et 

al., 2021) 

Salviae miltiorrhizae 

(4,5 g/kg) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(cápsula renal) 

TOC 

CPL 

Intraperitoneal 

(diária) 

2, 7 e 

28 dias 

 
= 

 
 
= 

Aumento da densidade 

vascular em dia 2, mas sem 

diferenças em dia 7 e 28 

(CD34+, IHQ);  

Maior expressão de 

angiopoietina-2 (dia 28), 

mas sem diferenças na 

expressão de VEGF (RT-

PCR). 

(Wu et al., 

2010) 

Esfingosina-1-fosfato 

(S1P) (200 mM) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(intramuscular) 
TOF 

Bomba mini-

osmótica 

subcutânea 

(dia 0 a 4) 

10 dias  

Aumento da densidade 

vascular (CD31+ ou αSMA, 

IHQ). 

(Soleimani 

et al., 

2011) 
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Setarud (IMODTM)  

(1 mL/kg) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(subcutâneo) 
TOF 

Intravenoso 

(dia 1 a 7) 

2, 7 e 

30 dias 

 
 
 
 
 
 

Aumento da densidade 

vascular (dia 2 e 7, HE); 

Aumento da expressão de 

VEGF (dia 2 e 7) e 

angiopoietina-2 (dia 2) (RT-

PCR e WB); 

Diminuição da expressão de 

angiopoietina-1 (dia 2, 7 e 

30) (RT-PCR e WB). 

(Hormozi 

et al., 

2015) 

P
ré

 e
 p

ó
s 

Z-VAD-FMK 

(50 µM, 2 mg/kg) 
Humano Murganho 

Heterotópico 

(intramuscular) 

TOC 

CPL 

Meio de 

congelação 

Intraperitoneal 

(dia 1 a 7) 

4 

semanas 
 

Aumento da densidade 

vascular (CD31+, IHQ). 

(S. Lee, 

Cho, et al., 

2021) 

VEGF-A (200 

ng/mL),  

rLH (3 UI/d),  

rFSH (3 UI/d),  

vitamina E (óleo, 400 

UI/L; forma seca, 

3.200 UI/L) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(intramuscular) 

TOC 

CPL 

Meio de 

cultura (2 

horas) e via 

oral (dia -2 e 

2) 

14 dias  
Aumento na expressão da 

proteína VEGF-A (IHQ). 

(Abir et al., 

2011) 

Melatonina (240 

mg/L),  

cola rica em ácido 

hialurónico,  

VEGF-A (200 ng/mL) 

e  

vitamina E (óleo, 400 

UI/mL) 

Humano Murganho 
Heterotópico 

(intramuscular) 

TOC 

CPL 

Meio de 

cultura (2 

horas) e via 

oral (dia -14 a 

14) 

14 dias = 
Sem diferenças na expressão 

da proteína VEGF-A (IHQ). 

(Friedman 

et al., 

2012) 

 

Alotx - alotransplante; Autotx - autotransplante; CPL - criopreservação lenta; FGF - fator de crescimento de fibroblastos; FSH - hormona folículo-estimulante; HE - 

Hematoxilina-Eosina; IF - imunofluorescência; IHQ - imunohistoquímica; LH - hormona luteinizante; RM - ressonância magnética; RT-PCR - real-time PCR; TOC - 

tecido ovárico criopreservado; TOF - tecido ovárico fresco; VEGF - fator de crescimento endotelial vascular; VT - vitrificação; vWF - fator de von Willebrand; WB - 

Western-blot; αSMA - α-actina do músculo liso;  - aumento;  - diminuição; = - sem efeito.



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

86 

III.5. Estratégias alternativas 

Têm sido ainda descritas estratégias alternativas para melhorar o sucesso do 

transplante de tecido ovárico através da estimulação da angiogénese (Tabela 7). 

A combinação de várias estratégicas foi estudada para melhorar a sobrevivência do 

tecido ovárico humano após o transplante. Nestes estudos foi utilizado tecido ovárico 

humano, submetido a criopreservação lenta e descongelação, com posterior 

xenotransplante em murganho durante 14 dias. O tratamento com vários fatores de 

crescimento, isoladamente ou em combinação, foi aplicado em cultura previamente ao 

transplante e associado a administração sistémica (oral ou intraperitoneal) antes e 

depois do transplante. O tratamento com vitamina E, com gonadotrofinas e com 

VEGF-A, isoladamente ou em combinação, condicionou um aumento da expressão de 

VEGF comparativamente com o tecido avaliado imediatamente após descongelação 

sem, no entanto, haver diferenças entre os grupos pós transplante. Contudo, foi 

reportada menos apoptose no grupo de tratamento do hospedeiro com vitamina E e 

com gonadotrofinas antes e após o transplante e no grupo que combinou o tratamento 

do hospedeiro com a cultura do tecido suplementada com VEGF-A e com vitamina E 

antes do transplante (Abir et al., 2011). A utilização de melatonina, cola rica em ácido 

hialurónico, VEGF-A e vitamina E, quer isoladamente quer em associação, não 

determinou diferenças na expressão da proteína VEGF-A. Contudo, a intensidade da 

apoptose foi menor no grupo com o tratamento combinado (Friedman et al., 2012). 

A esfingosina-1-fosfato (S1P, do inglês, sphingosine-1-phosphate) é um esfingolípido com 

um efeito antiapotótico e pró-angiogénico, conseguido através da modulação da 

migração de células endoteliais. A utilização de S1P no transplante de tecido ovárico 

aumentou a densidade vascular no enxerto. Neste estudo foi realizado um 

xenotransplante heterotópico de tecido humano fresco em murganho e a 

administração de S1P através de uma bomba osmótica subcutânea (Soleimani et al., 

2011). 

O Z-VAD-FMK (do inglês, carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-

fluoromethylketone) é outro fármaco com efeito antiapoptótico, pelo seu efeito inibidor 
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das caspases. Este foi estudado com o intuito de preservar os folículos primordiais e 

prevenir danos no tecido ovárico durante a criopreservação e o xenotransplante, 

através da sua administração no meio de congelação, isoladamente ou em associação 

com a injeção intraperitoneal diária. A adição de Z-VAD-FMK ao meio de congelação 

mostrou melhorar a densidade e a proliferação folicular avaliada imediatamente após 

a descongelação. Em relação ao xenotransplante heterotópico verificou-se maior 

densidade vascular no tecido congelado com Z-VAD-FMK, independentemente do 

tratamento sistémico com esta substância. Porém, na avaliação do enxerto 4 semanas 

após o transplante, o grupo que recebeu concomitantemente a administração 

intraperitoneal de Z-VAD-FMK nos primeiros 7 dias após o transplante registou um 

aumento da proliferação folicular (S. Lee, Cho, et al., 2021). 

A sinvastatina ativa a via de sinalização da Akt1, melhorando a angiogénese e o suporte 

vascular dos enxertos de tecido ovárico no período de hipoxia pós-transplante. O efeito 

deste fármaco foi estudado através da avaliação in vivo por ressonância magnética (RM) 

e também com a avaliação histológica e imunohistoquímica do tecido removido 30 

dias após o transplante. Foi realizada a administração intraperitoneal de sinvastatina 

após o transplante de tecido ovário humano em murganhos (Y. Cohen et al., 2016). 

Estes resultados foram corroborados posteriormente, num estudo com a administração 

oral de sinvastatina após o xenotransplante heterotópico de tecido ovárico humano 

numa matriz de fibrina (Magen et al., 2021). 

A Salviae miltiorrhizae, também conhecida como sálvia vermelha ou sálvia chinesa, é 

uma planta perene do género Salvia, utilizada na Medicina Tradicional Chinesa. É 

utilizada em doenças cardiovasculares, pela sua capacidade de promover a circulação 

e de remover a estase sanguínea (L. Wang et al., 2016). Este tratamento foi aplicado 

ao transplante de tecido ovárico num estudo com tecido humano fetal, submetido a 

criopreservação lenta e descongelação, e com posterior xenotransplante na cápsula 

renal de murganhos machos. Após o transplante, foi realizado o tratamento com 

extrato de Salviae miltiorrhizae através de administração intraperitoneal diária. O 

tratamento não interferiu no número de folículos. No que diz respeito à avaliação da 

angiogénese, dois dias após o transplante, verificou-se um aumento da densidade 

vascular no enxerto tratado, comparativamente com o controlo. Porém, sete e vinte e 
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oito dias depois, os resultados foram semelhantes entre os grupos. Foi ainda avaliada 

a expressão de VEGF e de angiopoietina-2 por RT-PCR. Só se verificaram diferenças 

entre os grupos para a expressão de angiopoietina-2 no dia 28, com maior expressão 

no grupo tratado (Wu et al., 2010). 

O setarud (IMODTM) é uma mistura de extrato de ervas de diferentes plantas, com 

efeitos benéficos no sistema imunológico, no metabolismo lipídico, na função hepática 

e nos processos inflamatórios. Este composto contém várias substâncias, como selénio, 

beta-caroteno e tanino, que alguns estudos mostraram associar-se a possíveis efeitos 

na angiogénese. O seu papel no enxerto de tecido ovárico também foi estudado. Para 

tal realizou-se o xenotransplante subcutâneo de tecido humano fresco em murganhos, 

com a posterior administração intravenosa do setarud (IMODTM). O tecido foi 

recuperado dois, sete e trinta dias após o transplante. A densidade vascular estava 

aumentada no 2.º e no 7.º dia, bem como a expressão de VEGF. A expressão de 

angiopoietina-2 estava aumentada apenas no 2.º dia, mas a diminuição da expressão 

de angiopoietina-1 verificou-se em todos os time-points (Hormozi et al., 2015). 

Em suma, têm sido estudadas múltiplas estratégias para melhorar o sucesso do 

transplante de tecido ovárico, através da intervenção na angiogénese, simultaneamente 

com a preservação da viabilidade dos folículos e do estroma ovárico. 
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Com este trabalho pretendeu-se contribuir para a otimização da função e da duração 

do enxerto de tecido ovário criopreservado através do desenvolvimento de estratégias 

para melhorar a angiogénese precoce.  

A hipótese equacionada baseia-se na possibilidade de estimular a angiogénese, 

reduzindo o tempo de isquemia, com consequente melhoria da sobrevivência dos 

folículos ováricos e da função endócrina.  

Pretendeu-se avaliar a ação de fatores com potencial efeito pró-angiogénico: o VEGF, 

o bFGF, o hMG e os exossomas, em diferentes associações, após o processo de 

criopreservação e antes do transplante. 

De modo mais detalhado, os objetivos primários foram avaliar diferentes métodos para 

cultura de tecido ovárico, analisar o efeito da criopreservação na angiogénese do tecido 

ovárico e avaliar a angiogénese do tecido ovárico previamente criopreservado após   

cultura com fatores pró-angiogénicos e ulterior transplante. 

Adicionalmente, como objetivos secundários, pretendeu-se estudar as alterações 

morfológicas (densidade folicular e a qualidade do estroma) do tecido ovárico 

criopreservado submetido a cultura com fatores angiogénicos e com posterior 

transplante; analisar a proliferação e a morte celular no tecido após exposição aos 

diferentes estímulos e avaliar o restabelecimento da função endócrina in vivo, após 

exposição do tecido ovárico aos fatores angiogénicos. 

  



 

 

 

 



 

 

PARTE II - Trabalho Experimental 

  



 

 

 



 

 

CAPÍTULO V. Modelo 3D de cultura de tecido ovárico 

 

 



 

 

Os resultados apresentados ao longo desta secção foram publicados sob a forma de 

artigo em revista da especialidade com arbitragem científica e disponível no Anexo I: 

Pais AS, Reis S, Laranjo M, Caramelo F, Silva F, Botelho MF, Almeida-Santos T. The 

challenge of ovarian tissue culture: 2D versus 3D culture. J Ovarian Res. 2021 Nov 

1;14(1):147. doi: 10.1186/s13048-021-00892-z.  
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O ovário é um órgão complexo constituído pela túnica albugínea, córtex e medula 

(Junqueira & Carneiro, 2004). No córtex encontra-se a sua unidade morfofuncional, 

que é o folículo, composto por um ovócito circundado por células da granulosa e da 

teca. Assim, a foliculogénese ocorre no córtex ovárico e inclui o recrutamento de 

folículos primordiais, seguido do desenvolvimento de folículos pré-antrais, seleção e 

crescimento dos folículos antrais e atresia folicular (Gougeon, 1996). A medula é a 

componente inervada e vascularizada localizada no centro do ovário. O estroma 

ovárico é o tecido de suporte do ovário e é essencial na dinâmica deste órgão. O 

estroma contribui para o desenvolvimento folicular através da produção de fatores que 

intervêm na sinalização bidirecional, bem como através do fornecimento de células 

progenitoras que se diferenciam na teca, a qual é constituída por células que se dispõem 

concentricamente à volta da lâmina basal dos folículos (Kinnear et al., 2020; Monniaux 

et al., 2018). As células intersticiais da teca intervêm na foliculogénese e na 

esteroidogénese através da produção de androgénios e de fatores de crescimento que 

estimulam a proliferação das células da granulosa (Monniaux et al., 2018).  

A cultura de fragmentos de tecido ovárico permite manter a integridade e a estrutura 

tridimensional dos folículos sustentados pelo estroma. Neste capítulo comparam-se 

duas metodologias de cultura de tecido ovárico, a cultura convencional e a cultura em 

matriz de alginato. 

 

V.1. Materiais e Métodos  

O estudo experimental foi realizado no Instituto de Biofísica da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra, no biotério do Instituto de Investigação 

Clínica e Biomédica de Coimbra da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra e no Serviço de Medicina da Reprodução do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra, respeitando todas as disposições legais em vigor no que se 

refere à experimentação animal. O protocolo experimental foi aprovado pela Direção 

Geral de Alimentação e Veterinária do Ministério da Agricultura (DGAV) depois de 
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parecer favorável do Órgão Responsável pelo Bem-Estar dos Animais (ORBEA) do 

Instituto de Investigação Clínica e Biomédica de Coimbra da Faculdade de Medicina 

da Universidade de Coimbra (número de autorização da ORBEA 2-2016 e da DGAV 

11060495/23-11-2016, Anexo III). 

 

V.1.1. Desenho experimental 

Para a realização deste estudo foram usados hemiovários de ratos RNU fêmea, que 

foram avaliados imediatamente após a descongelação e após a cultura no meio de 

crescimento com e sem encapsulamento numa matriz de alginato por 24, 48 e 72 

horas. A cultura convencional em meio foi designada como 2D (bidimensional) e a 

cultura na qual o tecido foi englobado numa matriz de alginato foi designada como 

tridimensional (3D).  

Assim, para desenvolver esta tarefa foram constituídos 7 grupos: 

1) Grupo controlo: tecido ovárico criopreservado e descongelado, avaliado 

imediatamente após a descongelação; 

2) Grupo 2D, 24 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura convencional durante 24 horas; 

3) Grupo 2D, 48 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura convencional durante 48 horas; 

4) Grupo 2D, 72 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura convencional durante 72 horas; 

5) Grupo 3D, 24 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura num scaffold de alginato durante 24 horas; 

6) Grupo 3D, 48 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura num scaffold de alginato durante 48 horas; 

7) Grupo 3D, 72 horas: tecido ovárico criopreservado e descongelado, mantido em 

cultura num scaffold de alginato durante 72 horas. 
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V.1.2. Animais 

Neste trabalho experimental foram utilizados ratos fêmea com 8 a 10 semanas de 

idade, da estirpe Rowett Nude (RNU, homozigóticas) e com um peso médio de 200g. 

Optou-se por utilizar o rato como modelo, pelas dimensões do ovário e para permitir, 

em tarefas subsequentes, realizar o autotransplante de tecido ovárico, mimetizando a 

prática clínica. A idade dos animais foi selecionada tendo em conta o desenvolvimento 

pubertário, a maturidade sexual e a idade do acasalamento (Maeda et al., 2000; 

Sengupta, 2013).  

Os animais foram alojados em condições de temperatura e humidade constantes, ciclos 

de luz e de escuro de 12 horas em alternância, em gaiolas ventiladas individualmente. 

Todos os animais tinham acesso à dieta padrão esterilizada e água filtrada ad libitum. 

Para o trabalho descrito neste capítulo foram disponibilizados 18 animais pelo biotério 

do Instituto de Investigação Clínica e Biomédica de Coimbra da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra, os quais foram distribuídos de forma aleatória 

pelos grupos de estudo. 

 

V.1.3. Ovariectomia  

O tecido ovárico foi obtido por ovariectomia bilateral como é possível observar no link 

disponível no Anexo II. Do ponto de vista anatómico e conforme descrito na Figura 5, 

o rato fêmea possui um útero bicórneo, com os cornos uterinos localizados em cada 

lado da cavidade abdominal, atingindo o polo inferior do rim. Os ovários localizam-se 

no bordo lateral do músculo psoas, no topo dos cornos uterinos e estão envolvidos 

pelos oviductos e por gordura. Macroscopicamente os ovários são de pequenas 

dimensões e redondos. A vascularização dos ovários e do útero é fornecida pela artéria 

ovárica, ramo da aorta, que percorre internamente os cornos uterinos (Maeda et al., 

2000; M. Suckow et al., 2005). 
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Figura 5. Representação esquemática da anatomia do trato genital feminino no rato. Created with 

BioRender.com 

 

A anteceder o procedimento cirúrgico foi realizada anestesia inalatória com 

sevoflurano através do sistema de anestesia EZ-7000 Classic Anesthesia System (EZ 

Systemns, Pensilvânia, EUA) (Di Loreto et al., 2009). A anestesia permite cessar de 

forma temporária e reversível as respostas motoras e sensoriais, sendo essencial para 

reduzir a dor e a ansiedade associadas ao procedimento. A anestesia inalatória é 

simples, tem um efeito e uma recuperação rápidos e permite controlar a profundidade 

da mesma pelo nível de exposição ao gás. Os ratos foram colocados numa câmara 

anestésica para a indução da anestesia, assegurando assim a sua contenção num 

ambiente controlado, no qual o animal inala o anestésico. Posteriormente, os animais 

foram posicionados na mesa operatória em decúbito dorsal, com a cabeça adaptada a 

uma máscara, equipamento cónico que permite manter a anestesia inalatória durante 

a ovariectomia (Lofgren et al., 2020; Shibutani, 2000). 

O procedimento cirúrgico, idêntico em todos os animais, consistiu na desinfeção da 

parede abdominal com solução de iodopovidona e na realização de laparotomia 

mediana longitudinal com uma incisão de dois a três cm na região inferior do abdómen. 

Após exposição da cavidade pélvica e identificação do corpo uterino na linha média, 

procurou-se o corno uterino até se identificar o ovário. O ovário foi exteriorizado da 

cavidade abdominal e seguidamente foram laqueados e seccionados os pedículos 

vasculares, tendo-se removido o ovário como representado na Figura 6 (Di Loreto et 

al., 2009; Khajuria et al., 2012). A extremidade do corno uterino foi reintroduzida na 

cavidade abdominal e o procedimento foi repetido para o ovário contralateral. 
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Figura 6. Fotografias representativas do procedimento cirúrgico. O rato foi submetido a anestesia 

inalatória com sevoflurano, encontrando-se na câmara anestésica (A). Após posicionamento em decúbito 

dorsal, a anestesia inalatória continuou a ser administrada através de uma máscara e foi realizada a 

desinfeção da parede abdominal (B). Através de uma laparotomia mediana longitudinal (C), acedeu-se à 

cavidade pélvica, na qual se identificaram os ovários (D) e procedeu-se à ovariectomia. Posteriormente, 

foi encerrada a parede abdominal por planos e administrada analgesia subcutânea com carprofeno (E).  

 

Depois de se assegurar a adequada hemóstase, a cavidade abdominal foi fechada por 

planos, com um ponto de aproximação no plano muscular e sutura contínua da pele 

com fios reabsorvíveis. Por último, foi administrada analgesia subcutânea com 

carprofeno (5 mg/kg, totalizando em média 0,2 mL por animal) (Di Loreto et al., 

2009). Os animais foram colocados novamente em gaiolas e nas primeiras duas horas 

após a intervenção, durante a recuperação da anestesia, ficaram sob vigilância dos 

investigadores.  

Após a ovariectomia, cada ovário foi cortado em dois hemiovários com uma dimensão 

aproximada de 321 mm. Os hemiovários foram colocados em solução tamponada 

A B 

C D E 
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fria com DPBS (do inglês, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline - Biological Industries) 

suplementada com 10% de soro fetal bovino (Biological Industries), tendo-se mantido 

nesta solução durante cerca de 30 minutos, antes da criopreservação. 

 

V.1.4. Protocolos de criopreservação e de descongelação  

A criopreservação permite suspender a atividade biológica do tecido de forma 

temporalmente indefinida. Estão descritas duas técnicas de criopreservação, a 

criopreservação lenta e a vitrificação. O sucesso da criopreservação está relacionado 

com a técnica, nomeadamente o processo de arrefecimento e de posterior aquecimento, 

bem como com os crioprotetores utilizados. O passo mais crítico do processo de 

congelação é a fase de transição da água para o gelo, pelo risco de formação de cristais 

que destroem os componentes celulares (Barrett & Woodruff, 2010).  

A criopreservação lenta é a técnica convencional, na qual se promove uma descida 

lenta e controlada da temperatura, associada a uma exposição prolongada a uma 

reduzida concentração de crioprotetores. Deste modo consegue-se uma desidratação 

celular progressiva, minimizando a formação de cristais de gelo intracelular e os efeitos 

nefastos da congelação (Barrett & Woodruff, 2010; Silber, 2012). Para minimizar este 

risco é realizado um período de espera (seeding) em altas temperaturas abaixo de zero 

(-5°C a -15°C), que permite a nucleação de gelo de forma mais controlada (Hunt, 

2017). 

A vitrificação é um procedimento de desenvolvimento mais recente e mais simples, na 

qual a descida da temperatura é muito rápida, de tal modo que a água solidifica sem 

que ocorra cristalização. Contudo, este processo requer a utilização de concentrações 

mais elevadas dos crioprotetores, com a inerente toxicidade celular (Barrett & 

Woodruff, 2010).  

Os crioprotetores são compostos usados na criopreservação que aumentam a 

sobrevivência celular, visando preservar as estruturas celulares. No âmbito da 

preservação da fertilidade os crioprotetores mais utilizados são o dimetilsulfóxido 
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(DMSO), o etilenoglicol e o propilenoglicol, atendendo à sua solubilidade em água a 

baixas temperaturas, a permeabilidade celular e a relativamente baixa citotoxicidade 

(Barrett & Woodruff, 2010). O processo de criopreservação e os tipos de  

crioprotetores são descritos e discutidos mais detalhadamente no capítulo VI. 

Neste estudo utilizou-se a criopreservação lenta, cujo protocolo consistiu numa 

congelação lenta e descongelação rápida, em utilização na prática clínica pelo Serviço 

de Medicina da Reprodução do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra. Este 

protocolo foi previamente adaptado de Rosendahl et al. (Rosendahl et al., 2011) e de 

Donnez et al. (Donnez et al., 2005).  

No processo por nós realizado, os dois hemiovários foram transferidos da placa de 

transporte para criotubos de plástico (Nunc, Thermo Fisher Scientific Inc.) contendo 1,5 

mL de meio de congelamento composto por DPBS com etilenoglicol na concentração 

de 1,5 M (Sigma-Aldrich), sacarose na concentração de 0,1 M (Merck) e albumina 

humana na concentração de 10 mg/mL (Grifols). Os criotubos foram depois colocados 

num agitador durante 30 minutos a 4°C, para assegurar o equilíbrio osmótico do 

tecido.  

Para a congelação lenta, utilizou-se um aparelho com sistema de congelação 

automatizado, o Planer Kryo 360-1.7 (Planer PLC), com o sistema Freeze Control CL-

8800 (CryoLogic), acoplado ao software CryoGenesisTM V5. No protocolo utilizado, a 

temperatura inicial foi de 0°C, onde os criotubos se mantiveram por 15 minutos, e 

posteriormente a temperatura foi sendo reduzida 2°C por minuto até aos -9°C. Após 

um tempo de espera de 10 minutos a -9°C, foi realizado o seeding manual, através da 

inversão repetida por três vezes de cada um criotubos. Posteriormente a temperatura 

foi reduzida 0,3°C por minutos até -40°C e por fim 10°C por minuto até -140°C. Após 

a conclusão do programa de congelação, os criotubos foram transferidos para o 

contentor de azoto líquido a -196C, onde se mantiveram armazenados durante uma 

semana até à descongelação. 

No dia da realização da experiência, o tecido ovárico foi descongelado, tendo os 

criotubos sido retirados do azoto líquido, aquecidos à temperatura ambiente por 30 



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

104 

segundos e posteriormente imersos em banho-maria a 37°C durante 5 minutos. A 

descongelação e reidratação do tecido ovárico requerem a sua passagem sucessiva por 

três meios. Após a preparação, os meios foram homogeneizados por agitação, filtrados 

e mantidos 30 minutos à temperatura ambiente. O primeiro meio, o meio I, é uma 

solução de etilenoglicol na concentração de 0,75 M, sacarose na concentração de 0,25 

M e albumina humana na concentração de 10 mg/mL em DPBS. O segundo meio, o 

meio II, é constituído por sacarose na concentração de 0,25 M e albumina humana na 

concentração de 10 mg/mL em DPBS. Por fim, o último meio de descongelação, o 

meio III, corresponde a DPBS com albumina humana na concentração de 10 mg/mL. 

O processo de descongelação está representado na Figura 7. 

 

 

Figura 7. Procedimento de descongelação. (A) representa esquematicamente o procedimento de 

descongelação. Na fotografia (B) é possível identificar os criotubos (1). De forma individual e após o 

aquecimento, o conteúdo dos criotubos é vertido para a paca de Petri (2). Os fragmentos de tecido ovárico 

transitam para a placa de Petri com o meio de descongelação I (3) e o meio de congelação é desperdiçado 

(4). Após séries de 10 minutos em agitação, os fragmentos transitam da placa de Petri com o meio II (5), 

para a que contem o meio III (6) e por fim para DPBS (7). Created with BioRender.com 
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O conteúdo dos criotubos foi transferido para uma placa de Petri e desta os fragmentos 

de tecido ovárico foram transferidos para outra placa com cerca de 5 mL do meio I, 

utilizando pinças estéreis. Os fragmentos ficaram imersos neste meio durante 10 

minutos, sob agitação para homogeneizar o meio. Após este período, os fragmentos 

foram transferidos consecutivamente para os meios de descongelação II e III, onde foi 

executado o mesmo procedimento, com imersão durante 10 minutos em cada um. Por 

fim, o tecido descongelado foi transferido para DPBS antes da cultura. Todos os meios 

de descongelação e o DPBS foram usados à temperatura ambiente. 

 

V.1.5. Cultura de tecido ovárico  

O meio de cultura foi constituído por α-MEM (22561-021, Thermo Fisher Scientific 

Inc.,), soro fetal bovino na concentração de 10% (v/v) (Biological Industries) e 

penicilina/estreptomicina na concentração de 0,1% (v/v) (15140-122, Gibco, Thermo 

Fisher Scientific Inc.). 

A matriz 3D foi construída com alginato, sendo a opção para a sua utilização abordada 

na discussão. A solução de alginato de sódio a 1,5% (p/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) foi preparada em DPBS estéril, posteriormente dissolvido no vórtex e 

submetido a aquecimento a 37°C. Para obter a solidificação desta solução foi preparada 

outra solução de cross-link contendo cloreto de cálcio (CaCl2) na concentração de 50 

mM e cloreto de sódio (NaCl) na concentração de 140 mM. 

Para encapsular os fragmentos de tecido ovárico foi utilizado o protocolo de anel de 

agarose (Invitrogen), adaptado de Henry, 2015 (Henry et al., 2015). A agarose foi 

preparada na concentração de 1,5% em água ultrapura e foi colocada a polimerizar em 

placas de Petri a -4C. No dia seguinte, foram criados poços nas placas de agarose com 

diâmetro de cerca de 7 mm. Os poços na agarose foram preenchidos com uma camada 

de matriz de alginato (cerca de 100 µL), e os fragmentos foram colocados no poço e 

cobertos novamente com matriz de alginato (cerca de 50 µL). A solução de cross-link 

foi adicionada (cerca de 100 µL) e, cerca de 20 minutos depois, verificou-se a 
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polimerização do alginato numa matriz, encapsulando o tecido ovárico, como 

representado na Figura 8. 

 

 

Figura 8. Fotografias representativas do scaffold de alginato. Nas placas de agarose com poços (A), foi 

colocado o tecido ovárico coberto por alginato e com posterior adição da solução de cross-link (B). Após 

cerca de 20 minutos, o alginato solidificou numa matriz, encapsulando o tecido ovárico (C e D). 

 

A cultura realizou-se a 37°C em ar com 5% de CO2, durante 24, 48 e 72 horas. No 

final de cada período de cultura foram removidos os hemiovários para estudo 

histológico e imunohistoquímico e foi guardado o meio de cultura para a avaliação da 

citotoxicidade. 

A B 

C D 
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V.1.6. Avaliação histológica 

Após fixação em formaldeído a 4% (Panreac Quimica Sau, Barcelona, Espanha), os 

ovários foram transportados para o Serviço de Anatomia Patológica do Centro 

Hospitalar e Universitário de Coimbra. As amostras de tecido foram incluídas em 

parafina, cortadas num micrótomo de forma seriada a cada 5 μm de espessura e 

montadas em lâminas. A análise histológica foi realizada com recurso à coloração 

Hematoxilina-Eosina (HE) cujo protocolo de coloração inclui a reidratação, a 

coloração e a desidratação das amostras, como descrito na Tabela 8. Esta técnica 

simples é utilizada na prática clínica para visualizar e distinguir os constituintes e os 

tipos celulares, permitindo também avaliar o estado funcional das células. A 

hematoxilina é oxidada e convertida em hemateína, que é um corante catiónico que 

cora as estruturas ácidas, como os ácidos nucleicos, conferindo assim a coloração 

azulada aos núcleos. A eosina é um corante aniónico, que cora estruturas básicas, 

concedendo uma coloração rosada ao citoplasma e matriz extracelular (Chan, 2014; 

Gamble, 2008).  

 

Tabela 8. Descrição do protocolo para a coloração hematoxilina-eosina realizado no Serviço de Anatomia 

Patológica do CHUC 

Etapa Composto Número de passagens Tempo 

Reidratação 

Xilol (VWR)  3 2 min. 

Etanol absoluto (Proclínica)  2 2 min. 

Etanol 95% (v/v) (Proclínica)  1 2 min. 

Água corrente  1 2 min. 

Coloração 

Hematoxilina Gill 1 (Leica)  1 5 min. 

Lavagem com água corrente  1 5 min. 

Eosina 1% solução aquosa (Bio-optica)  1 40 seg. 

Desidratação 

Etanol 95% (v/v)  1 30 seg. 

Etanol absoluto  2 30 seg. 

Xilol  3 30 seg. 

 

Por cada hemiovário foram coradas três secções para análise morfológica. As fotografias 

das lâminas foram adquiridas no AxioScan.Z1 da Carl Zeiss (Figura 9), com lente Plan-

Apochromat 10/0,8, e fotografadas com o programa ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss 
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Microscopy GmbH, 2011). A análise histológica foi realizada de forma oculta por dois 

observadores, utilizando o software Image J.  

 

 

Figura 9. Fotografia representativa do AxioScan.Z1 (Zeiss). 

 

V.1.7. Avaliação da morfologia e da viabilidade do tecido  

A metodologia para avaliação da viabilidade do tecido ovárico foi adaptada de critérios 

previamente descritos para lesão do tecido ovárico após experiências in vivo de 

isquemia/reperfusão (Asfour et al., 2015; Eser et al., 2015; Guven et al., 2010; Yildirim 

et al., 2015). O exame histopatológico da viabilidade do tecido incluiu a avaliação de 

três parâmetros morfológicos: a percentagem de tecido em necrose, a degeneração dos 

folículos e o edema intersticial. Todos os parâmetros foram quantificados para a 

totalidade da secção de tecido ovárico corada na lâmina, de modo a aumentar a 

representatividade da análise. 

A necrose do tecido foi avaliada visualmente e quantificada pela percentagem de área 

em necrose (Asfour et al., 2015). As células necróticas geralmente apresentam 

citoplasma hipereosinofílico, edema celular, vacúolos e perda de microvilosidades 

(Brown et al., 2021). Os folículos foram classificados como degenerados quando 

incluíam células com núcleo picnótico, ooplasma retraído e células da granulosa 

desorganizadas. O score de degeneração folicular foi calculado pela quantidade relativa 

de folículos degenerados em relação ao número total de folículos (Yildirim et al., 2015). 
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O edema foi avaliado pela quantidade de líquido intercelular (Eser et al., 2015; Yildirim 

et al., 2015). 

Cada parâmetro foi pontuado usando uma escala de 0 a 3, em que 0 corresponde a 

ausência de alterações, 1 traduz alterações leves ou em menos de 1/3, 2 alterações 

moderadas ou em 1/3 a 2/3, e 3 alterações graves ou em mais de 2/3 (Eser et al., 2015; 

Guven et al., 2010; Yildirim et al., 2015). A pontuação total foi calculada de acordo 

com esses parâmetros (Guven et al., 2010).  

 

V.1.8. Avaliação folicular  

Os folículos ováricos desenvolvem-se a partir da reserva de folículos primordiais 

quiescentes, estabelecidas no início da vida. Este processo, denominado por 

foliculogénese, inclui o recrutamento de folículos primordiais seguido do 

desenvolvimento de folículos pré-antrais, seleção e crescimento dos folículos antrais e 

termina com a ovulação ou a morte folicular por atresia.  

Neste estudo, apenas os folículos que apresentaram morfologia normal foram 

quantificados pelos dois observadores independentes. Tendo em conta a estrutura 

tridimensional dos folículos e para evitar dupla contagem, foram considerados apenas 

os folículos com núcleo visível (Herraiz et al., 2014).  

A classificação folicular foi realizada de acordo com a maturidade, conforme descrito 

por Gougeon (Gougeon, 1996). Segundo este autor, os folículos primordiais são 

constituídos por uma única camada de células da granulosa, que apresentam 

morfologia achatada. Nos folículos primários, de igual modo, existe apenas uma única 

camada de células da granulosa, mas com morfologia cuboide. Quando se observou um 

folículo com características intermédias entre primordial e primário, com apenas uma 

célula da granulosa cuboide, este foi considerado como primário. Os folículos 

secundários são compostos por duas ou mais camadas de células da granulosa, ao redor 

do ovócito. Nos folículos pré-antrais, o ovócito está rodeado por mais do que duas 

camadas de células da granulosa, com espaços emergentes, mas sem antro definido, ao 
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contrário dos folículos antrais, onde já existe um antro totalmente definido. Para 

efeitos dos objetivos deste estudo, os folículos pré-antrais e antrais foram agrupados 

com os folículos secundários. 

A atresia folicular foi avaliada por critérios morfológicos que incluíram o formato 

irregular, a picnose das células da granulosa, a contração citoplasmática, a presença de 

vacúolos e a eosinofilia do ooplasma (Gougeon, 1996).  

A densidade folicular foi calculada através do número de folículos por unidade de área 

(número/mm2) (M. Fransolet et al., 2014). 

 

V.1.9. Avaliação da proliferação e da apoptose no tecido por 

imunohistoquímica 

A imunohistoquímica é uma técnica que permite a deteção de um antigénio presente 

num tecido, através do seu reconhecimento por anticorpos. Esta técnica é muito útil 

pois preserva a arquitetura do tecido, permitindo não só detetar a presença de 

antigénios específicos, como também identificar a sua localização no tecido. (Hawes et 

al., 2009) 

O ensaio imunohistoquímico foi realizado com o anticorpo policlonal de coelho contra 

o Ki67 (diluído 1:300; PA5-19462, Thermo Fisher Scientific Inc.), biomarcador de 

proliferação celular, e o anticorpo policlonal de coelho contra a caspase 3 (diluído 

1:100; AHP2286, Bio-Rad Laboratories), biomarcador da apoptose celular.  

A atividade proliferativa do tecido foi avaliada, por imunohistoquímica, através da 

incubação com o anticorpo primário anti-Ki67. O Ki67 é uma proteína nuclear que 

está presente no ciclo celular, nas fases de atividade celular (numa fase tardia de G1, 

na fase S, G2 e M) e ausente em células em quiescência, em G0 (Gerdes et al., 1984; 

Schluter et al., 1993). 

A marcação anti-caspase 3 permite a identificação de células apoptóticas nos tecidos. 
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A caspase 3 é uma caspase executora que é sintetizada na forma de proenzima inativa. 

Nas células em apoptose é ativada, iniciando a via executora a qual é irreversível 

(Elmore, 2007). 

A marcação foi realizada no dispositivo de marcação automática BenchMark ultra 

IHC/ISH (Ventana Medical Systems) usando o kit de deteção OptiView DAB IHC v5 

(v1.00.0117, Ventana Medical Systems). Este kit é um método indireto de deteção de 

anticorpos primários de rato ou de coelho. O antigénio do tecido liga-se 

especificamente a um anticorpo primário, em secções de tecido em parafina. Este 

anticorpo primário é identificado por um cocktail de anticorpos secundários do kit (HQ 

linker). Por sua vez, os anticorpos secundários são reconhecidos por anticorpos 

terciários associados a uma enzima, neste caso a peroxidase (HRP, do inglês, horseradish 

peroxidase multimer). Este complexo é observado pela oxidação dos substratos (o 

peróxido de hidrogénio e o 3,3'-diaminobenzidina, ou DAB) pela HRP, traduzindo-se 

num produto insolúvel de cor castanha (Ventana, 2011). O protocolo está descrito de 

forma resumida na Tabela 9.  

 

Tabela 9. Resumo do protocolo de imunohistoquímica para Ki67 e caspase 3 do Serviço de Anatomia 

Patológica do CHUC. 

 Etapa Descrição 

1 Desparafinação 
Através do aquecimento até aos 72°C (4 minutos) e com o auxílio da 

solução EZprep que emulsiona a parafina. 

2 
Recuperação do 

antigénio 

Induzida pelo calor e por incubação com uma solução tampão CC1 a 

100°C (40 minutos). 

3 
Inibição da peroxidase 

endógena 

Inibidor pré-primário  

– Inibição com peróxido de hidrogénio (4 minutos). 

4 
Marcação 

imunohistoquímica 

Incubação com o anticorpo primário a 36C: 

– Ki67 – 40 minutos; 

– Caspase 3 – 44 minutos. 

5 

Deteção da reação 

antigénio-anticorpo 

(OptiView DAB IHC) 

Incubação com cocktail de anticorpos secundários, HQ Universal 

linker (8 minutos); 

Incubação com os anticorpos terciários com a enzima peroxidase 

HRP Multimer (8 minutos). 

6 Revelação cromogénea 

Aplicação de uma gota de peróxido de hidrogénio simultaneamente 

com uma gota de DAB e incubação (8 minutos); 

Adição de uma gota de solução de cobre e incubação (4 minutos). 

7 

Contraste dos núcleos 

para observação da 

arquitetura nuclear 

Adição de uma gota de hematoxilina e incubação (8 minutos);  

Incubação com uma gota de pós-contraste, bluing reagente (4 

minutos). 
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A recuperação do antigénio foi realizada com tampão à base de cell conditioner 1 (CC1, 

Ventana Medical Systems), seguido de incubação com anticorpo primário de acordo com 

as instruções do fabricante e as diluições mencionadas anteriormente. A detecção da 

imunocoloração foi realizada com o OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana 

Medical Systems) de acordo com as recomendações do fabricante, pela deteção do 

substrato cromogénico DAB precipitado.  

Após o protocolo de imunohistoquímica, as imagens foram adquiridas no microscópio 

Axioscan Z1 (Carl Zeiss), com lente Plan-Apochromat 10x/0,8 e fotografadas com o 

auxílio do programa ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011). A análise 

dos resultados foi realizada por dois investigadores, de forma cega relativamente às 

condições de estudo. 

Os folículos foram classificados como “positivos” ou “negativos” para Ki67 e caspase 

3. Para isso, considerou-se um folículo “positivo” quando se observou coloração no 

ovócito e/ou em pelo menos uma célula da granulosa (Dolmans et al., 2015; Luyckx et 

al., 2013). Posteriormente quantificou-se a proliferação (Equação 1) e a apoptose ( 

Equação 2) nos folículos mediante a percentagem de folículos positivos considerando 

o número total de folículos. 

 

Equação 1. Fórmula de cálculo dos folículos em proliferação 

 

𝐹𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑒𝑚 𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝐾𝑖67

𝑛. º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠
 x 100 

 

Equação 2. Fórmula de cálculo dos folículos em apoptose 

 

𝐹𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑒𝑚 𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑒 (%) =
𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑐𝑎𝑠𝑝𝑎𝑠𝑒 3

𝑛. º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠
 x 100 

 

Em relação ao estroma, a quantificação da área marcada com cada anticorpo foi 

realizada por meio do programa Image J (Fiji versão, 1.8.0). Foram selecionadas 
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aleatoriamente cinco zonas de cada amostra por meio da aplicação de uma grelha 

retangular. Os resultados foram apresentados como uma média de todas as secções. 

 

V.1.10. Avaliação da citotoxicidade  

A lactato desidrogenase (LDH) é libertada no meio de cultura pelas células danificadas. 

Procedeu-se à sua medição usando o ensaio de citotoxicidade CytoTox96® (Promega 

G1780) (De Michele et al., 2017; Keshaw et al., 2005; Korzeniewski & Callewaert, 

1983). O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. 

Resumidamente, após 24, 48 e 72 horas de cultura, o sobrenadante de cada condição 

foi coletado e armazenado a -20°C. No dia do ensaio, o reagente CytoTox96® foi 

preparado misturando o tampão com a mistura de substrato. Para testar os efeitos da 

cultura, 50 µL de meio de cultura foram transferidos para uma placa de 96 poços, 

misturados com 50 µL de reagente CytoTox96® e incubados por 30 minutos, 

protegidos da luz. Depois disso, 50 µL de “solução de STOP” foram adicionados a cada 

poço e a densidade ótica (OD, do inglês, optical density) foi medida no comprimento de 

onda de 490 nm usando um leitor de microplacas EnSpireTM Multimode Plate Reader 

(PerkinElmer). O ensaio foi realizado em triplicado para cada condição. Os valores de 

absorbância foram normalizados para valores médios de absorbância calculados a 

partir de amostras de controlo. 

 

V.1.11. Análise estatística 

Foi utilizado o software G*Power versão 3.1.9.4 para estimar o número de fragmentos 

de tecido ovárico a utilizar nesta tarefa. Foi considerada a comparação dos resultados 

entre os sete grupos descritos, com erro tipo I de 0,05 e poder estatístico de 0,90, para 

um tamanho de efeito de 0,60. Dessa forma, estimou-se um tamanho da amostra total 

de 66 fragmentos (9,4 por grupo), com poder efetivo de 0,901. Consequentemente, 

foram utilizados 10 hemiovários por grupo. 
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Utilizou-se o programa SPSS versão 22.0 (IBM) para a análise estatística. Para 

comparar os grupos 2D e 3D, foi realizada uma regressão linear simples ao longo do 

tempo usando uma estratégia de bootstrapping (1000 amostras). Foi reportado o 

coeficiente de regressão (B), que representa a inclinação. Um valor B positivo significa 

um aumento ao longo do tempo, enquanto um valor negativo significa uma 

diminuição. Por exemplo: p<0,001; B=0,033; R2adj=0,663, significa que, por hora, 

há um aumento significativo de 0,033 (B) na variável analisada e o modelo linear 

explica 66% (R2adj) da variação ao longo do tempo. 

A distribuição normal foi avaliada para comparar os dois grupos de estudo, que 

visualmente mostraram ter diferença. As variáveis com distribuição normal foram 

comparadas por meio do teste t de Student e aquelas cuja distribuição não era normal 

foram avaliadas por meio do teste de Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente 

significativo um valor de p inferior a 0,05. Os resultados são expressos como 

média±erro padrão da média (SEM). 

 

V.2. Resultados 

 

V.2.1. Morfologia e viabilidade do tecido 

Durante as 72 horas de cultura, observou-se degeneração da morfologia tecidual, 

avaliada pelas características morfológicas do tecido corado com hematoxilina-eosina. 

No exame histopatológico do tecido foi desenvolvido um score de avaliação da 

viabilidade do tecido, que incluiu três parâmetros morfológicos: edema intersticial, 

degeneração dos folículos e percentagem de tecido em necrose. Cada parâmetro foi 

pontuado usando uma escala de 0 a 3 conforme representado na Figura 10.  
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Figura 10. Score histopatológico representado em secções de tecido ovárico corado com hematoxilina-

eosina. As imagens mostram áreas de necrose tecidual (*), degeneração folicular e edema intersticial (). 

Foi aplicado um sistema de pontuação, com a seguinte correspondência: nenhum = 0, leve = 1, moderado 

= 2 e grave = 3. A ampliação é de 100 e a barra de escala é de 100 µm. 

 

Ao longo do tempo, verificou-se um aumento significativo no score de todos os 

parâmetros, como apresentado na Figura 11.  

O aumento da necrose, representado na Figura 11.A, foi maior na cultura 3D 

(p<0,001; B=0,033; R2adj=0,663) do que na 2D (p<0,001; B=0,023; R2adj=0,381). 

Após 72 horas de cultura, o tecido mantido em cultura no scaffold de alginato (3D) 

apresentou maior percentagem de necrose (2D=1,700±0,291 vs. 3D=2,550±0,138, 

p=0,017). 

A quantidade de folículos degenerados também aumentou ao longo do tempo de 

cultura e foi muito semelhante nos dois modelos, como está representado na Figura 

11.B (2D, p<0,001; B=0,028; R2adj=0,617; 3D, p<0,001; B=0,031; R2adj=0,696).  

Quando analisada a presença de edema intersticial, observou-se maior aumento na 

cultura 3D (2D, p=0,001; B=0,018; R2adj=0,253; 3D, p<0,001; B=0,024; 

R2adj=0,428). Ao fim de 72 horas de cultura, o edema intersticial foi mais evidente 

no grupo 3D em comparação ao 2D (2D=2,000±0,224 versus 3D=2,650±0,130; 
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p=0,035). Estes resultados são reportados graficamente na Figura 11.C.  

O score histopatológico é o somatório dos três parâmetros de lesão tecidular. Em 

concordância com os resultados isolados, a avaliação total de todos os parâmetros 

também evidenciou um aumento do score histopatológico ao longo do tempo em ambos 

os grupos. Através da análise da Figura 11.D, verifica-se que o aumento foi mais 

acentuado na cultura 3D (p<0,001; B=0,088; R2adj=0,657) do que na 2D (p<0,001; 

B=0,069; R2adj=0,477). Além disso, após 72 horas de cultura, a pontuação total 

também foi significativamente maior na cultura 3D do que na cultura 2D 

(2D=6,200±0,569 versus 3D=8,050±0,302; p=0,01). 

 

 

Figura 11. Resultados do score histopatológico quanto a necrose do tecido (A), degeneração folicular (B), 

edema intersticial (C) e score histopatológico total (D). Foi realizada uma regressão linear para os grupos 

2D e 3D e as inclinações correspondentes mostram um aumento ao longo do tempo. Além disso, foi 

realizada uma comparação às 72 horas através da aplicação do teste t, que mostra diferenças estatísticas. 

Os resultados apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * 

para p<0,05, ** para p<0,01 e com *** para p<0,001. Os asteriscos (*) ao logo da curva representa 

diferenças significativas entre o 2D e o 3D para aquele tempo de cultura, enquanto os asteriscos (*) junto 

à legenda representam diferenças significativas na regressão linear para cada grupo. 
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A citotoxicidade foi avaliada pela quantidade de LDH no meio de cultura. Durante o 

período de estudo e conforme representado na Figura 12, não houve alterações na 

quantidade de LDH. Após 24 horas de cultura, a quantidade de LDH libertada foi 

menor na cultura com a matriz de alginato do que na cultura convencional 

(1,165±0,102 versus 1,665±0,107; p=0,006). No entanto, não foram encontradas 

diferenças entre 48 e 72 horas de cultura. 

 

 

Figura 12. Citotoxicidade no tecido analisada através da libertação de LDH para o meio de cultura. Os 

resultados são apresentados na forma de média de densidade ótica (OD)±SEM. Às 24 horas de cultura 

foi realizada uma comparação usando o teste t, que mostra diferenças estatísticas. A significância 

estatística está representada com ** para p<0,01. Os asteriscos (*) ao logo da curva representa diferenças 

significativas entre o 2D e o 3D para aquele tempo de cultura. 

 

V.2.2. Efeito nos folículos 

As secções de tecido ovárico corado com hematoxilina-eosina foram submetidas a 

avaliação folicular segundo a classificação de Gougeon, como representando na Figura 

13.  

Observou-se que a densidade de folículos morfologicamente normais se manteve 

inalterada durante as 72 horas de cultura. Estes resultados estão representados na 

Figura 14.A. No entanto, a densidade de folículos atrésicos aumentou 

significativamente em ambos os grupos, sem diferenças relativamente ao tipo de 

cultura (2D, p=0,027; B=0,007; R2adj=0,102; 3D, p<0,001; B=0,009; 

R2adj=0,412, Figura 14.B). 
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Figura 13. Imagens representativas dos folículos coradas com hematoxilina-eosina. É possível identificar 

numa secção de tecido ovárico (A) vários folículos em diferentes estádios de desenvolvimento: folículo 

primordial (B, seta), folículo primário (C, seta), folículo secundário (D), folículo pré-antral (E) e folículo 

antral (F). A ampliação da figura A é de 10 com barra de escala de 500 µm e das restantes é de 200 

com a barra de escala de 50 µm. 

 

C D 

E F 

A B 
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Figura 14. Análise folicular do tecido ovário mantido em cultura convencional comparativamente com a 

cultura na matriz de alginato. Densidade dos folículos classificados como normais (A) e atrésicos (B) de 

acordo com a morfologia do ovócito e das células da granulosa. Densidade dos folículos primordiais (C), 

primários (D) e secundários (E). Uma regressão linear foi realizada para os grupos 2D e 3D e suas 

inclinações correspondentes mostram um aumento ao longo do tempo nos folículos atrésicos e uma 

diminuição nos folículos primordiais. Adicionalmente, foi feita uma comparação entre 2D e 3D às 48 e 

72 horas através do teste t, que mostra diferenças estatísticas para a densidade de folículos primários às 

72 horas. Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está 

representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. Os asteriscos (*) ao logo da curva representa diferenças 

significativas entre o 2D e o 3D para aquele tempo de cultura, enquanto os asteriscos (*) junto à legenda 

representam diferenças significativas na regressão linear para cada grupo. 
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Em relação à classificação folicular, verificou-se diminuição significativa de folículos 

primordiais em ambos os tipos de cultura (2D, p=0,009; B=-0,008; R2adj=0,169; 3D, 

p=0,036; B=-0,006; R2adj=0,11; Figura 14.C). A densidade de folículos primários e 

secundários permaneceu a mesma durante as 72 horas de cultura e está representada 

nas Figura 14.D e E, respetivamente. Após 72 horas de cultura, a densidade de folículos 

primários foi significativamente maior nas amostras do grupo de cultura 3D 

(2D=0,138±0,064 versus 3D=0,318±0,063 folículos/mm2; p=0,035; Figura 14.D). 

 

V.2.3. Proliferação e apoptose no tecido ovárico 

A marcação anti-Ki67 e anti-caspase 3 por imunohistoquímica permitiu avaliar a 

proliferação e a apoptose, respetivamente. Na Figura 15 está representada a marcação 

no estroma e na Figura 16 a marcação folicular.  

A percentagem de folículos proliferativos manteve-se idêntica durante o período de 

estudo em ambos os grupos, como apresentado na Figura 17.A. No entanto, a 

proliferação das células do estroma diminuiu significativamente na cultura 3D 

(p=0,001; B=-0,003; R2adj=0,220; Figura 17.B). A percentagem de apoptose 

permaneceu sem diferenças significativas, como pode ser constatado na Figura 18. 

 

 

Figura 15. Marcação imunohistoquímica do estroma do tecido ovárico para Ki67 (A) e caspase 3 (B). A 

ampliação é de 200 e a barra de escala é de 50 µm. 

A B 
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Figura 16. Marcação imunohistoquímica dos folículos. Estão representados os folículos positivos e 

negativos para Ki67 (A e B) e caspase 3 (C e D). A ampliação é de 200 (A, C, D) e 400 (B), com a 

barra de escala de 50 µm. 

 

 

Figura 17. Proliferação no tecido ovárico avaliada pela coloração de Ki67 nos folículos (A) e células do 

estroma (B). Foi realizada uma regressão linear para os grupos 2D e 3D e suas inclinações correspondentes 

mostram uma diminuição ao longo do tempo na proliferação das células do estroma para o grupo 3D. Os 

resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com 

*** para p<0,001. Os asteriscos (*) junto à legenda representam diferenças significativas na regressão 

linear para cada grupo. 

A B 

C D 
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Figura 18. Apoptose do tecido ovárico avaliada pela coloração da caspase 3 em folículos (A) e células do 

estroma (B). Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. 

 

V.3. Discussão 

Nesta tarefa foram avaliadas duas metodologias de cultura de tecido ovárico. Os 

resultados revelaram que a cultura de fragmentos de tecido ovárico mantém a 

integridade e a estrutura tridimensional dos folículos sustentados pelo estroma. A 

possibilidade de atingir o desenvolvimento completo do ovócito in vitro tem 

impulsionado a investigação nesta área. O córtex ovárico é o principal reservatório de 

folículos primordiais, que determina o tempo de vida fértil da mulher (Wagner et al., 

2020; Yin et al., 2016).  

A unidade morfofuncional do ovário são os folículos. Estes são compostos por um 

ovócito circundado por células da granulosa e da teca. A foliculogénese é um processo 

complexo, que ocorre no córtex ovárico e envolve um diálogo permanente entre o 

ovócito e as células vizinhas, que implica uma sinalização bidirecional autócrina e 

parácrina, envolvendo diversos fatores, nomeadamente a hormona anti-Mülleriana, a 

proteína morfogenética óssea (BMP, do inglês, bone morphogenetic protein), o fator de 

crescimento e diferenciação celular (GDF, do inglês, growth differentiation factor), TGF-

β, a inibina, a activina e a folistatina (Baerwald et al., 2012; Belli et al., 2012; Monniaux 

et al., 2018).   
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A manutenção da natureza tridimensional do folículo durante todo o processo de 

crescimento é crucial para manter estas interações. Assim, a investigação em cultura 

de folículos tem mudado de 2D para o uso de estruturas 3D (Belli et al., 2012). Ao 

preservar a arquitetura 3D do folículo, através do uso de uma matriz, são mimetizadas 

as condições in vivo, com acesso variável a oxigénio e a nutrientes (Belli et al., 2012; 

Kapałczyńska et al., 2018). Este modelo de cultura  contribui para preencher a lacuna 

entre a cultura convencional de células e os modelos animais (Jensen & Teng, 2020). 

Com o objetivo de manter a estrutura tridimensional do tecido, e assim promover 

melhores condições de desenvolvimento folicular, foi desenvolvida uma matriz de 

alginato para cultura de tecido ovárico e desenhado um score de avaliação 

histopatológica que permite avaliar a viabilidade do tecido em cultura. 

Durante muitos anos, a investigação na área do ovário esteve focada na foliculogénese. 

Recentemente o estroma ovárico tornou-se um novo foco de investigação, crítico para 

a compreensão da dinâmica complexa da fisiologia do ovário. (Kinnear et al., 2020). O 

estroma divide-se pela medula e pelo córtex do ovário. No córtex ovárico, o estroma 

desempenha um papel importante na ativação dos folículos primordiais, através de 

vias de sinalização que atingem o folículo através da microvascularização (Monniaux 

et al., 2018). Além disso, o estroma também influencia o crescimento dos folículos. A 

teca vascularizada diferencia-se pelo recrutamento de células progenitoras presentes 

no córtex ovárico, imediatamente adjacentes ao folículo (Monniaux et al., 2018; Scott 

et al., 2004).  

A cultura de fragmentos de um órgão permite aumentar o número de experiências com 

um único animal, através da criação de várias culturas a partir de um único órgão (King 

et al., 2011). Apesar de terem sido desenvolvidas muitas abordagens de cultura para 

diferentes modelos animais, o modelo ideal ainda não foi alcançado (Desai et al., 2010; 

Smitz et al., 2010). A cultura de tecido ovárico in vivo-like foi descrita como uma 

metodologia inovadora e promissora para o crescimento de folículos in vitro, com a 

utilização de matrigel para criar a estrutura 3D. A metodologia da cultura é simples e 

permite reconstituir o microambiente ovárico ou manipular algumas condições para 

induzir o crescimento folicular (Fathi et al., 2017; Higuchi et al., 2015). A cultura deste 
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tipo de tecidos em hidrogéis de alginato fornece suporte mecânico para manter a 

arquitetura tridimensional do tecido, enquanto o próprio gel não interage com as 

células (King et al., 2011).  

No nosso modelo, o tecido ovárico foi mantido em cultura numa matriz de alginato. 

Este material tem sido amplamente utilizado para a cultura in vitro de folículos isolados 

em murganhos (Pangas et al., 2003; Xu et al., 2006) e ratos (Heise et al., 2005). A 

matriz de alginato oferece várias vantagens sobre outros tipos de matrizes. É uma 

matriz natural biocompatível e bioativa que flutua em meio de cultura de células e 

fornece suporte mecânico para tecidos em crescimento (Jackson et al., 2009; King et 

al., 2011). As suas propriedades bioquímicas, físicas e biológicas tornam-na uma boa 

candidata para modelos 3D. A dissolução desta matriz é fácil de controlar, permitindo 

a recuperação de células e/ou tecidos. Por último é uma matriz transparente, o que 

permite a avaliação microscópica (King et al., 2011). As características físicas da rede 

de poros da matriz de alginato permitem a difusão bidireccional de nutrientes e 

substâncias de excreção que são essenciais para a sobrevivência dos tecidos e também 

para o desenvolvimento folicular (Amorim et al., 2009; Andersen et al., 2015).  

A biocompatibilidade do alginato foi intensamente investigada usando modelos in vitro 

e in vivo, tendo sido descrita como não induzindo uma resposta imune (Orive et al., 

2002), primeiro devido à ausência de recetores celulares que reconheçam o alginato e 

segundo devido à elevada pureza do alginato utilizado. A purificação em várias etapas 

garante um elevado nível de pureza, diminuindo a presença de metais pesados, de 

endotoxinas, de proteínas e de compostos polifenólicos (K. Y. Lee & Mooney, 2012). 

Apesar da segurança deste composto, o seu uso generalizado tem sido limitado por 

algumas contradições dos resultados dos vários estudos, relacionadas com diferentes 

modelos de cultura ou modelos animais, diferentes locais de implantação, bem como 

outras características relacionadas com o próprio composto como o tamanho 

molecular, a carga e a viscosidade (Orive et al., 2002). 

No nosso trabalho, a cultura do tecido ovárico condicionou uma deterioração global 

da viabilidade tecidual, aferida através da avaliação histopatológica (Figura 11). Esta 

deterioração é dependente do tempo e é comum a ambos os modelos. Em concordância 
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com outros trabalhos publicados (Gurski et al., 2009), nas primeiras 48 horas não se 

verificaram diferenças entre a cultura no modelo 2D e 3D (Gurski et al., 2009). No 

entanto, após 72 horas verificou-se uma diminuição significativa na viabilidade, no 

modelo 3D. Este resultado já foi descrito anteriormente, uma vez que no modelo 3D, 

o tecido apresenta três camadas, a camada externa com alta taxa de proliferação, a 

camada intermediária com células senescentes e o volume central hipóxico. Esta 

organização afeta o fornecimento de oxigénio e de nutrientes, retendo os produtos de 

excreção produzidos (Edmondson et al., 2014; Hoarau-Véchot et al., 2018). Assim, 

uma possível explicação para a perda da viabilidade tecidular após 72 horas de cultura 

no modelo 3D é a retenção dos produtos de excreção produzidos, que poderá induzir 

um défice no fornecimento de oxigénio e de nutrientes (Hoarau-Véchot et al., 2018). 

Para estabelecer uma avaliação histopatológica detalhada, desenvolveu-se um score 

baseado na avaliação de três parâmetros histológicos: a necrose do tecido, a 

degeneração dos folículos e o edema intersticial (Asfour et al., 2015; Eser et al., 2015; 

Guven et al., 2010).  

A necrose do tecido e o edema intersticial são parâmetros intimamente relacionados. 

A necrose é um processo de morte celular não programada, que se inicia com o edema 

da célula e resulta na rotura da membrana celular com consequente libertação do 

conteúdo citoplasmático da célula para o espaço extracelular. Este fenómeno cria um 

movimento extracelular de fluídos (S. Y. Lee et al., 2018), que se relaciona com o 

edema, uma vez que corresponde ao líquido intercelular. Os nossos resultados 

mostram um aumento da necrose do tecido e do edema intersticial ao longo do tempo 

em ambos os modelos. Decorridas 72 horas de cultura, o aumento do edema e da 

necrose foi maior na cultura 3D. No interior da estrutura 3D, a biodisponibilidade de 

oxigénio e nutrientes pode ser limitada, o que afeta a sobrevivência celular ao longo 

do tempo e condiciona maior necrose e libertação do conteúdo intracelular (Hoarau-

Véchot et al., 2018). 

No que diz respeito à avaliação folicular, detetou-se um nível acentuado de 

degeneração (Figura 11.B), sem diferenças entre os modelos. Uma análise detalhada 

da densidade e da classificação folicular, revelou um aumento da atresia folicular 
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(Figura 14.B) associado à diminuição dos folículos primordiais (Figura 14.C). Estes 

resultados estão de acordo com trabalhos anteriores, que mostraram um aumento, 

dependente do tempo, de atresia folicular em cultura (Otala et al., 2002). 

Para quantificar a citotoxicidade, realizou-se o ensaio de LDH a partir do meio de 

cultura. Este ensaio é baseado na capacidade da LDH de converter piruvato em lactato 

enquanto consome NADH (Khattak et al., 2006). Na Figura 12 demonstra-se a 

deteção e quantificação da LDH no meio em ambos os modelos. Nas primeiras 24 

horas, o modelo 3D apresenta baixa citotoxicidade quando comparado com a cultura 

convencional. Com a continuidade da cultura os níveis de citotoxicidade tornaram-se 

semelhantes em ambos os modelos. Este efeito pode ocorrer devido à retenção de LDH 

na matriz de alginato condicionada pelo seu elevado peso molecular (140 kDa) (Javed 

et al., 1997). A resistência à difusão da matriz de alginato foi descrita pela primeira 

vez, em 2006, numa linha celular de células de carcinoma hepático (HepG2) 

encapsuladas em esferas de alginato (Khattak et al., 2006). Embora a matriz de 

alginato tenha uma elevada porosidade, permitindo a difusão de pequenos substratos 

(peso molecular < 20 kDa) com a mesma velocidade da água (Brito et al., 2014), 

algumas proteínas com maior peso molecular, como a albumina (69 kDa), têm uma 

difusão mais baixa. Assim, a LDH pode ser retida por mais tempo na estrutura 

esferoide.  

A expressão de Ki67 está relacionada com a atividade mitótica e com a proliferação. A 

diferença na proliferação entre os modelos 2D e 3D foi descrita anteriormente. As 

culturas celulares em sistema 3D mostraram uma proliferação reduzida quando 

comparadas com o modelo 2D, onde proliferaram com velocidade anormalmente 

rápida (Jensen & Teng, 2020). Estes efeitos são dependentes do modelo 3D e mais 

especificamente da matriz, e também dependentes das propriedades específicas das 

células (Edmondson et al., 2014; Jensen & Teng, 2020). No âmbito da preservação da 

fertilidade, este efeito também foi descrito na cultura de folículos in vitro. Alguns 

autores descreveram que as propriedades físicas das matrizes de alginato podem limitar 

o crescimento e o desenvolvimento de folículos secundários (Higuchi et al., 2015; King 

et al., 2011; Xu et al., 2006). Através da análise imunohistoquímica, verificou-se uma 

percentagem de proliferação diferente quando são comparados os modelos 2D e 3D 
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de cultura de tecido ovárico. A rigidez da matriz de alginato pode ser uma possível 

explicação para a diminuição da proliferação (Fathi et al., 2017). Foram propostas 

matrizes mais macias com menores concentrações de alginato (Xu et al., 2006) ou a 

combinação de diferentes elementos na matriz para permitir mais espaço e a difusão 

de macromoléculas essenciais à sobrevivência e crescimento do tecido (Higuchi et al., 

2015). 

A morte celular foi avaliada pela marcação com um anticorpo anti-caspase 3. A caspase 

3 é uma protéase bem caracterizada, que desempenha um papel efetivo na apoptose 

(G. M. Cohen, 1997; M. R. Hussein, 2005). A apoptose é um processo central na 

função e desenvolvimento do ovário, que ocorre desde a vida fetal até a vida adulta. 

No feto, a apoptose é detetada apenas no ovócito, mas mais tarde, na mulher adulta, 

atinge também as células da granulosa de folículos em crescimento (M. R. Hussein, 

2005; Milenkovic et al., 2012). A expressão da caspase 3 já foi estudada em células da 

granulosa (Izawa et al., 1998) e da teca (Krajewska et al., 1997) e também em ovócitos 

(Otala et al., 2002). Neste trabalho, a apoptose foi avaliada em células do estroma e 

nos folículos. O nível de apoptose no tecido manteve-se sem alterações significativas 

durante o tempo da experiência sem diferença entre as condições (modelo 2D vs. 3D), 

conforme os resultados apresentados na Figura 18.  

Em síntese, a cultura de tecido ovárico na matriz de alginato foi semelhante à cultura 

convencional, no que diz respeito à densidade folicular, proliferação de células 

foliculares e apoptose celular em folículos e estroma. No entanto, após 72 horas, na 

cultura 3D foram observados níveis mais acentuados de lesão do tecido e edema, bem 

como menor proliferação de células do estroma.  

Assim, para culturas de curta duração (até 48 horas), os dois modelos são semelhantes. 

A cultura 3D de tecido ovárico tem como desvantagem ser mais demorada, difícil de 

realizar e menos reprodutível. Contudo, este modelo pode ser equacionado quando se 

pretende avaliar o efeito de um determinado estímulo terapêutico in vitro, uma vez que 

com a sua administração na matriz poderá ser possível um maior contacto das 

moléculas com as células ou o tecido.  
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Para estudos in vivo, nomeadamente no âmbito do transplante de tecido ovárico, 

também têm sido utilizadas matrizes que permitem realizar o cotransplante do tecido 

com moléculas (M. M. Fransolet et al., 2015; J.-M. Gao et al., 2013; J. Gao et al., 2015; 

Henry et al., 2015; Labied et al., 2013; Shikanov et al., 2011; Tanaka et al., 2018) ou 

células (Manavella, Cacciottola, Desmet, et al., 2018; Xia et al., 2015; Y. Zhang et al., 

2017), com o intuito de diminuir a isquemia ou a ativação folicular. A matriz de 

alginato desenvolvida nesta tarefa pode ser uma alternativa a outras matrizes descritas 

na literatura, com a vantagem de ser biocompatível e com resultados equivalentes ao 

modelo de cultura convencional in vitro. 

 



 

 

CAPÍTULO VI. Criopreservação de tecido ovárico 

 



 

 

Parte dos resultados apresentados ao longo desta secção foram realizados em conjunto 

com a aluna Maria Carolina Pereira Reis, no âmbito da sua Dissertação de Mestrado 

em Bioquímica. 
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A criopreservação permite manter os tecidos ou as células quiescentes, através da 

conservação a temperaturas muito baixas. Este estado de suspensão da atividade 

biológica pode manter o material preservado indefinidamente. Em concordância com 

esta premissa, a lesão nas células ou nos tecidos não é causada pelo tempo de 

armazenamento, mas sim pelo processo de congelação e descongelação. A formação de 

cristais de gelo é a principal fonte de lesão e de morte celular (Barrett & Woodruff, 

2010; Campos et al., 2011; Pegg, 2007). As técnicas disponíveis para criopreservação 

são a congelação lenta e a vitrificação. A congelação lenta é uma técnica mais morosa 

e que necessita de equipamento dispendioso, contudo utiliza menor concentração de 

crioprotetores. A vitrificação tem sido proposta como uma alternativa, mais rápida, 

mais barata e mais fácil, porém requer concentrações mais elevadas de crioprotetores 

(El Cury-Silva et al., 2021; Herraiz et al., 2020). 

Em medicina da reprodução, o desenvolvimento das técnicas de criopreservação 

permitiu otimizar os resultados dos protocolos de estimulação ovárica, com a estratégia 

de criopreservação de embriões, evitando assim a necessidade de descartar o excesso 

de gâmetas ou de embriões. No âmbito da preservação da fertilidade e, em paralelo, 

com o aumento da sobrevivência dos doentes, tem havido a necessidade de aperfeiçoar 

os métodos de criopreservação, de modo a garantir o melhor sucesso das técnicas 

(Barrett & Woodruff, 2010). A criopreservação de embriões para preservação da 

fertilidade não é recomendada, pois não garante a autonomia reprodutiva e suscita 

questões éticas (Dolmans & Donnez, 2021; Henry et al., 2022). Assim, para 

preservação da fertilidade feminina, as técnicas disponíveis atualmente são a 

criopreservação de ovócitos e de tecido ovárico. 

Para criopreservação de ovócitos, a vitrificação é desde há alguns anos, o procedimento 

convencional utilizado, pois além da rapidez de execução permite taxas de 

sobrevivência celular superiores a 80%. A técnica de congelação associa-se a piores 

resultados devido à lesão dos ovócitos, já que o grande volume citoplasmático aumenta 

a probabilidade de formação de cristais de gelo intracelulares (Barrett & Woodruff, 

2010; Iussig et al., 2019). 

A criopreservação de tecido ovárico é mais complexa que a criopreservação de ovócitos, 
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devido à heterogeneidade do tecido e consequente dificuldade de penetração dos 

crioprotetores. A técnica mais utilizada é a criopreservação lenta, a qual está associada 

a efeitos negativos na integridade das células da granulosa e da teca, bem como no 

estroma ovárico (Herraiz et al., 2020).  

Neste capítulo pretendeu-se avaliar o efeito do protocolo de criopreservação utilizado 

na prática clínica no Serviço de Medicina da Reprodução do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra, no tecido ovárico de rato.  

 

VI.1. Materiais e Métodos 

O estudo experimental foi realizado no Instituto de Biofísica da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra, no biotério do Instituto de Investigação 

Clínica e Biomédica de Coimbra da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Coimbra, no Serviço de Medicina da Reprodução do Centro Hospitalar e Universitário 

de Coimbra e no Laboratório de Oncologia e Hematologia e Clínica Universitária de 

Hematologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, respeitando 

todas as disposições legais em vigor no que se refere à experimentação animal. O 

protocolo experimental foi aprovado pela DGAV depois de parecer favorável do 

ORBEA do Instituto de Investigação Clínica e Biomédica de Coimbra da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra (Anexo III). 

 

VI.1.1. Desenho experimental 

Para cumprir o objetivo deste capítulo o tecido ovárico dos ratos foi avaliado a fresco 

e após criopreservação lenta, imediatamente após a ovariectomia ou após 

descongelação (0 horas) e após a cultura durante um período de 4 horas, como 

representado na Figura 19. Assim, foram constituídos 4 grupos, em que o Grupo 1 

correspondeu a tecido ovárico fresco (TOF) imediatamente após a descongelação (0 
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horas), o Grupo 2 correspondeu a TOF após 4 horas em cultura, o Grupo 3 

correspondeu a tecido ovárico pós-criopreservação (TOPC) imediatamente após a 

descongelação e o Grupo 4 correspondeu a TOPC após 4 horas em cultura. De facto, 

no Grupo 1, o tecido foi avaliado imediatamente após a ovariectomia, no Grupo 2, o 

tecido foi submetido a cultura e avaliado 4 horas após, no Grupo 3, o tecido foi 

submetido a congelação e descongelação e avaliado imediatamente após a 

descongelação e, finalmente, no Grupo 4, o TOPC foi submetido a cultura e avaliado 

4 horas após. 

Seis hemiovários de cada grupo foram fixados em formaldeído a 4% (Panreac Quimica 

Sau), para avaliação histológica e imunohistoquímica, e os seis restantes foram 

macerados numa caixa de Petri com o auxílio de agulha e bisturi e transferidos para 

um tubo com 1 mL de NZYol® (Nzytech), para extração de RNA e de DNA e posterior 

realização do array. Todos os procedimentos foram realizados sob condições estéreis.  

 

 

Figura 19. Representação esquemática do desenho experimental. Created with BioRender.com. TOF, tecido 

ovárico fresco; TOPC, tecido ovárico pós- pós-criopreservação; HE, hematoxilina-eosina; IHQ, 

imunohistoquímica. 

 

VI.1.2. Animais 

Nesta experiência foram utilizados 12 ratos fêmea com 8 a 10 semanas de idade da 

estirpe Rowett Nude (RNU, homozigóticas), como descrito no capítulo V. Os 

hemiovários foram distribuídos de forma aleatória entre os grupos de estudo. 
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VI.1.3. Ovariectomia e preparação dos hemiovários 

A ovariectomia foi realizada conforme descrito no capítulo V. Os animais foram 

submetidos a anestesia inalatória com sevoflurano (5%) e posteriormente os ovários 

foram removidos por laparotomia. No final do procedimento, os animais foram 

occisados. Cada ovário foi cortado em dois hemiovários. Seis hemiovários foram 

fixados em formaldeído a 4%, seis foram macerados e colocados em NZYol® (Nzytech), 

12 foram submetidos a cultura e os restantes foram colocados em solução tamponada 

fria com DPBS (Biological Industries) suplementada com 10% de soro bovino fetal 

(Biological Industries) para criopreservação. 

 

VI.1.4. Protocolos de criopreservação e de descongelação  

Foi realizado o protocolo de criopreservação lenta e de descongelação descrito no 

capítulo V. Imediatamente após a descongelação, seis hemiovários foram fixados em 

formaldeído a 4% e os outros seis foram macerados e colocados em NZYol®, tendo 12 

sido colocados em cultura. 

 

VI.1.5. Cultura de tecido ovárico  

Metade dos fragmentos de tecido ovárico de rato utilizados nesta experiência foram 

submetidos a cultura convencional durante 4 horas, e mantidos à temperatura de 37 

°C em ar com 5% de CO2. O meio de cultura foi constituído por α-MEM (22561-021, 

Thermo Fisher Scientific Inc.) e albumina humana na concentração de 10% (v/v) (Grifols).  

 

VI.1.6. Avaliação histológica 

Os tecidos fixados em formaldeído foram transportados para o Serviço de Anatomia 



CAPÍTULO VI 

135 

Patológica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, onde foram incluídos em 

parafina e seccionados sequecialmente a cada 5 μm. A análise histológica foi realizada 

após coloração hematoxilina-eosina (como descrito no capítulo V), por dois 

investigadores, desconhecedores das condições em estudo, com recurso ao software 

Image J. As lâminas foram observadas no microscópio ótico, Axio Imager.Z2 (Zeiss), 

apresentado na Figura 20, com uma ampliação total de 200 e de 400. As imagens 

do tecido foram adquiridas com a câmara digital Axiocam HRc (Zeiss) e processadas 

com o software ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011).  

 

 

Figura 20. Microscópio Axio Imager.Z2 (Zeiss). 

 

VI.1.7. Avaliação folicular  

Os folículos foram quantificados, considerando-se apenas aqueles em que era possível 

identificar o ovócito. A classificação e a avaliação da atresia folicular foram realizadas 
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como descrito no capítulo V, tendo-se agrupado os folículos pré-antrais e antrais com 

os folículos secundários.  

A densidade folicular foi calculada pelo número de folículos por unidade de área em 

mm2 (M. Fransolet et al., 2014). A percentagem folicular foi obtida pelo quociente 

entre o número de folículos de cada classe e o número de folículos considerados como 

normais. A percentagem de folículos primários, primordiais e secundários foi calculada 

como apresentado na Equação 3. A percentagem dos folículos atrésicos foi apresentada 

sobre a forma de percentagem de folículos atrésicos, pela quantidade total de folículos, 

conforme representado pela Equação 4. 

 

Equação 3. Fórmula de cálculo da percentagem de folículos primordiais, primários e secundários 

 

𝑃𝑒𝑟𝑒𝑐𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒𝑚 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑙𝑎𝑠𝑠𝑒 =
𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑙𝑎𝑠𝑠𝑒

𝑛. º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑖𝑠
 x 100 

 

Equação 4. Fórmula de cálculo da percentagem de folículos atrésicos 

 

𝑃𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒𝑚 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑎𝑡𝑟é𝑠𝑖𝑐𝑜𝑠 =
𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑎𝑡𝑟é𝑠𝑖𝑐𝑜𝑠

(𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑖𝑠 +  𝑛. º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙í𝑐𝑢𝑙𝑜𝑠 𝑎𝑡𝑟é𝑠𝑖𝑐𝑜𝑠)
 x 100 

 

VI.1.8. Avaliação por imunohistoquímica 

A imunohistoquímica permitiu avaliar a proliferação, a apoptose e a densidade 

vascular.  

A atividade proliferativa do tecido foi evidenciada através da incubação com o 

anticorpo primário anti-Ki67 numa diluição de 1:300 (anticorpo policlonal de coelho; 

PA5-19462, Thermofisher). A apoptose foi avaliada pela marcação anti-caspase 3 com 

recuso a um anticorpo policlonal de coelho na diluição de 1:100 (AHP2286, Bio-Rad 

Laboratories). 
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A densidade vascular foi determinada através da identificação das células endoteliais 

dos vasos sanguíneos, com recurso a marcação do fator de von Willebrand ou ao 

antigénio relacionado com o Fator VIII (FVIII, anticorpo policlonal de coelho, 760-

2642, Cell Marque). Este antigénio é uma glicoproteína produzida unicamente pelas 

células endoteliais e megacariócitos, sendo por isso usado para a identificação de vasos 

(Peyvandi et al., 2011). 

A marcação do FVIII também foi realizada no dispositivo de marcação automática 

BenchMark ultra IHC/ISH (Ventana Medical Systems) usando o kit de deteção 

OptiView DAB IHC v5 (v1.00.0117, Ventana Medical Systems). O protocolo está 

descrito de forma resumida na Tabela 10.  

 

Tabela 10. Resumo do protocolo de imunohistoquímica para fator VIII do Serviço de Anatomia 

Patológica do CHUC. 

 Etapa Descrição 

1 Desparafinação 
Através do aquecimento até aos 72°C durante 4 minutos e com o 

auxílio da solução EZprep que emulsiona a parafina. 

2 
Recuperação do 

antigénio 

Induzida pelo calor e por incubação com uma solução tampão CC1 

durante 24 minutos a 95°C. 

3 
Marcação 

imunohistoquímica 
Incubação com o anticorpo primário durante 20 minutos a 36C. 

4 
Inibição da peroxidase 

endógena 

Inibidor pré-primário  

– Inibição com peróxido de hidrogénio (4 minutos). 

5 

Deteção da reação 

antigénio-anticorpo 

(OptiView DAB IHC) 

Incubação com cocktail de anticorpos secundários, HQ Universal 

linker, durante 8 minutos; 

Incubação com os anticorpos terciários com a enzima peroxidase 

HRP Multimer durante 8 minutos. 

6 Revelação cromogénea 

Aplicação de uma gota de peróxido de hidrogénio simultaneamente 

com uma gota de DAB e incubação (8 minutos); 

Adição de uma gota de solução de cobre e incubação (4 minutos). 

7 

Contraste dos núcleos, 

para observação da 

arquitetura nuclear 

Adição de uma gota de hematoxilina e incubação durante 8 minutos;  

Incubação com uma gota de pós-contraste, bluing reagent, durante 4 

minutos. 

 

Em cada ciclo de marcação foi utilizado um controlo negativo e um controlo positivo. 

No controlo negativo foi aplicado apenas o anticorpo secundário, ou seja, o anticorpo 

primário foi omitido. Como controlos positivos utilizaram-se tecidos de rato RNU, 

nomeadamente o apêndice para confirmação da marcação de Ki67, o baço para a 

caspase 3 e o rim para o fator VIII (Figura 21). 
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Figura 21. Controlos positivos da imunohistoquímica. Para os anticorpos Ki67 (A), caspase 3 (B) e FVIII 

(C) foi realizada a confirmação da marcação em cortes de apêndice, baço e rim, respetivamente. As 

imagens foram obtidas com uma ampliação 200 e a barra de escala é 200 µm. 

 

Depois da preparação para avaliação imunohistoquímica, as lâminas foram observadas 

no microscópio ótico, Axio Imager.Z2 (Zeiss) com uma ampliação total de 200 e de 

400. As imagens dos tecidos foram adquiridas na forma de tile com a câmara digital 

Axiocam HRc (Zeiss) com o auxílio do software ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, 2011), em condições constantes de brilho e gama dinâmica (0,45). A análise 

dos resultados foi realizada por dois investigadores independentes de forma cega. 

Os folículos foram classificados como “positivos” ou “negativos” para o Ki67 e para a 

caspase 3. Considerou-se um folículo “positivo” para o Ki67, ou seja, em proliferação, 

mediante a coloração positiva no ovócito e/ou em pelo menos uma célula da granulosa 

(Dolmans et al., 2015; Luyckx et al., 2013). Os folículos foram considerados “positivos” 

para a caspase 3, ou seja, apoptóticos, quando apresentavam o ovócito marcado com 

A B 

C 
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caspase 3 ou mais de 50% das células da granulosa também marcadas (Kang et al., 

2016). 

Em relação ao estroma, a quantificação da área marcada com cada anticorpo foi 

realizada por meio do programa Image J (Fiji versão, 1.8.0). Foram selecionadas 

aleatoriamente três zonas de dimensões idênticas de cada amostra. Os resultados 

foram apresentados como uma média de todas as secções. 

Para a quantificação da marcação das células endoteliais com FVIII foram selecionadas 

aleatoriamente cinco regiões de cada fragmento para cálculo da densidade e de área 

vascular. A densidade vascular foi calculada pelo número de vasos sanguíneos por 

unidade de área (em mm2). De acordo com a literatura, consideraram-se como vasos 

individuais aglomerados de células endoteliais marcados com fator VIII, com ou sem 

lúmen nítido (Wu et al., 2010). A área vascular corresponde à percentagem de área 

marcada com fator VIII quantificada com o auxílio do programa Image J (Herraiz et al., 

2020).  

 

VI.1.9. Análise da expressão génica dos tecidos  

Foi realizado array de PCR com o intuito de identificar genes integrantes da via da 

angiogénese, bem como avaliar eventuais diferenças na expressão génica entre os 

grupos. Com este objetivo foi desenhado um array, TaqMan® Array Fast (Applied 

Biosystems), que permitiu verificar a expressão de 48 genes, que são descritos na Tabela 

11. Para esta análise foram utilizados reagentes comercializados pela Applied Biosystems, 

exceto aqueles que se indica especificamente outra marca.  

Foi realizada a extração e a quantificação dos ácidos nucleicos, seguida da transcrição 

reversa do RNA em cDNA e da avaliação do perfil de transcrição através de um array 

de nucleótidos. Estes procedimentos são descritos pormenorizadamente nos 

subcapítulos seguintes. 
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Tabela 11. Genes avaliados no array desenhado para estudo da angiogénese. 

Nome do gene Símbolo Referência 

18S ribossomal N5 18s rRNA Hs99999901_s1 

actin, beta Actb Rn00667869_m1 

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Hprt1 Rn01527840_m1 

lactate dehydrogenase A Ldha Rn00820751_g1 

ribosomal protein, large, P1 Rplp1 Rn03467157_gH 

angiopoietin 1 Angpt1 Rn01504818_m1 

angiopoietin 2 Angpt2 Rn01756774_m1 

alanyl (membrane) aminopeptidase Anpep Rn00578763_m1 

cadherin 5 Cdh5 Rn01536708_m1 

collagen, type XVIII, alpha 1 Col18a1 Rn01428995_m1 

collagen, type IV, alpha 3 Col4a3 Rn01400991_m1 

connective tissue growth factor Ctgf Rn01537279_g1 

epidermal growth factor Egf Rn00563336_m1 

Endoglin Eng Rn01438763_m1 

endothelial PAS domain protein 1 Epas1 Rn00576515_m1 

v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene 2 Erbb2 Rn00566561_m1 

fibroblast growth factor 1 (acidic) Fgf1 Rn00689153_m1 

fibroblast growth factor 2 Fgf2 Rn00570809_m1 

fibroblast growth factor 6 Fgf6 Rn00590927_m1 

fibroblast growth factor receptor 3 Fgfr3 Rn00584799_m1 

c-fos induced growth factor Figf Rn00582193_m1 

FMS-related tyrosine kinase 1 Flt1 Rn01409533_m1 

fibronectin 1 Fn1 Rn00569575_m1 

hepatocyte growth factor Hgf Rn00566673_m1 

hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit  Hif1α Rn01472831_m1 

integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) Itga5 Rn01761831_m1 

integrin, alpha V Itgav Rn01485633_m1 

integrin, beta 3 Itgb3 Rn00596601_m1 

matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) Mmp14 Rn00579172_m1 

matrix metallopeptidase 19 Mmp19 Rn01756324_m1 

matrix metallopeptidase 2 Mmp2 Rn01538170_m1 

matrix metallopeptidase 3 Mmp3 Rn00591740_m1 

matrix metallopeptidase 8 mmp8 Rn00573646_m1 

matrix metallopeptidase 9 Mmp9 Rn00579162_m1 

nitric oxide synthase 3, endothelial cell Nos3 Rn02132634_s1 

platelet-derived growth factor alpha polypeptide Pdgfα Rn00709363_m1 

platelet-derived growth factor beta polypeptide Pdgfβ Rn01502596_m1 

platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 Pecam1 Rn01467262_m1 

placental growth factor Pgf Rn00677739_m1 

TEK tyrosine kinase, endothelial Tek Rn01433346_m1 

transforming growth factor alpha Tgfa Rn00446234_m1 

tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1 Tie1 Rn01417182_m1 

TIMP metallopeptidase inhibitor 1 Timp1 Rn01430873_g1 

TIMP metallopeptidase inhibitor 2 Timp2 Rn00573232_m1 

TIMP metallopeptidase inhibitor 3 Timp3 Rn00441826_m1 

vascular endothelial growth factor A Vegfa Rn01511602_m1 

vascular endothelial growth factor B Vegfb Rn01454585_g1 

vascular endothelial growth factor C Vegfc Rn01488076_m1 
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VI.1.10. Extração de ácidos nucleicos do tecido 

O tecido colocado em NZYol® (Nzytech) foi armazenado a -86°C. No dia da extração 

de RNA foi descongelado e realizado o protocolo descrito na Tabela 12. 

 

Tabela 12. Protocolo de extração de RNA, adaptado do catálogo do produto NZYol®. 

Etapa  Descrição 

Homogeneização 
1 

Colocar o tecido num tubo Eppendorf com cerca de 6 esferas de vidro e 1 

mL de NZYol. 

2 Utilizar o vórtex até o tecido estar completamente macerado. 

Separação de 

fases 

3 Incubar as amostras durante 5 minutos à temperatura ambiente. 

4 Adicionar 200 μL de clorofórmio. 

5 Agitar os tubos durante 15 segundos. 

6 Incubar as amostras durante 2-3 minutos à temperatura ambiente. 

7 Centrifugar a 12000g durante 15 minutos a 4°C.  

A amostra separa-se por fases: 

a fase transparente e aquosa que fica no cimo aquela que contem o RNA. 

Precipitação do 

RNA 

8 Transferir a fase aquosa com cuidado para um novo tubo Eppendorf. 

9 Adicionar 500 μL de isopropanol a 4°C. 

10 Incubar as amostras durante 10 minutos à temperatura ambiente. 

11 Centrifugar as amostras a 12000g durante 10 minutos a 4°C. 

Lavagem do RNA 

12 Remover o sobrenadante. 

13 Adicionar 1 mL de etanol a 75% (v/v). 

14 Agitar as amostras no vórtex. 

15 Centrifugar a 75000g durante 5 minutos a 4°C. 

Re-dissolução do 

RNA 

16 Deixar secar o pellet. 

17 Dissolver em água DNase/RNase free. 

 

VI.1.11. Quantificação dos ácidos nucleicos  

A quantificação dos ácidos nucleicos foi realizada com o espetrofotómetro 

NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). No programa foi selecionada a opção 

Acid Nucleic. O branco foi estabelecido com água DNase/RNase free (2 µL), com análise 

dupla e rigorosa garantindo uma variação inferior a 0,4 Abs. Posteriormente 

utilizaram-se 2 µL de cada amostra para quantificar os ácidos nucleicos (em ng), 

registando os rácios 260/280 e 260/230. Entre as medições e no final do procedimento 

foram realizadas lavagens com água DNase/RNase free. Foram selecionadas as amostras 

com rácios de 260/280 entre 1,8 e 2,0 e rácios de 260/230 superiores a 2. 
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VI.1.12. Transcrição reversa do RNA em cDNA  

A partir do RNA total extraído de cada amostra foi sintetizado o cDNA por transcrição 

reversa utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription, de acordo com as 

instruções do fabricante e como descrito na Tabela 13. Para evitar qualquer 

contaminação, todo o procedimento foi realizado com material e reagentes livres de 

RNases. O cDNA obtido foi armazenado a 4⁰C, até à sua utilização. 

 

Tabela 13. Protocolo de transcrição reversa do RNA em cDNA como kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription. 

Etapa  Descrição 

Preparação da 

mix 
1 

– Buffer de transcrição reversa,  

– Mix de dNTPs (desoxirribonucleotídeos trifosfatados), 

– Primers aleatórios para iniciar a síntese de cDNA, 

– Transcriptase reversa multiscribeTM, 

– Inibidor de RNAse, 

– Água livre de nucleases. 

Preparação da 

reação 

2 Pipetar 10 μL da mix de transcrição reversa preparada para cada tubo. 

3 Pipetar 10 μL da amostra de RNA para cada tubo e homogeneizar. 

4 Centrifugar os tubos. 

5 Manter os tubos em gelo até à sua colocação no termociclador. 

Reação de 

transcrição 

reversa 

6 

Programar o termociclador T100 (Bio-Rad) segundo as condições seguintes: 

– Passo 1 – 25C durante 10 minutos; 

– Passo 2 – 37C durante 120 minutos; 

– Passo 3 – 85C durante 5 minutos; 

– Passo 4 – 4C. 

 

VI.1.13. Perfil de transcrição através de array de nucleótidos 

Foi utilizada uma placa TaqMan® Array Fast, 96-well Plate & Format 48 (Catalog: 

4413257; Design ID: RPGZE6Y) para a análise da expressão génica das condições de 

estudo. Nesta placa estavam dispostos os primers dos genes descritos na Tabela 11. 

Para a reação de amplificação por PCR utilizaram-se 5 μL de cDNA, amplificados pela 

DNA polimerase da TaqMan® Fast Advanced Master Mix. Foi utilizado o sistema de 

PCR em tempo real QuantStudio™ 3, de acordo com as condições descritas na Tabela 

14. 
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Tabela 14. Condições para a reação de amplificação por PCR 

Etapa Temperatura Tempo 

Desnaturação inicial 50C 2 minutos 

Ativação da polimerase 95C 20 segundos 

PCR 

(40 ciclos) 

Desnaturação 95C 1 segundo 

Emparelhamento/extensão 60C 20 segundos 

 

A quantificação foi realizada no sistema de Real-Time PCR QuantStudio™ 3 (Thermo 

Fisher Scientific Inc.). O cycle threshold (Ct) é o valor do ciclo onde a florescência 

ultrapassa o valor da fluorescência de background. Este valor foi calculado no software 

QuantStudio™ Design and Analysis (Thermo Fisher Scientific Inc.) e analisado com 

recurso ao software Applied Biosystems Analysis (Thermo Fisher Scientific Inc.) com a 

aplicação relative quantification. 

A expressão dos genes em estudo (alvo) foi normalizada apenas para a β-actina 

(referência). Os restantes genes de referência testados foram excluídos por 

apresentaram variabilidade entre as amostras. O gene Fgf-2 foi excluído por não ter 

condições de admissibilidade. A quantidade relativa dos genes em estudo foi calculada 

através dos ΔCt, conforme apresentado na Equação 5. Para a análise da expressão 

génica calculou-se o fold-change entre a amostra (TOPC) e o grupo controlo (TOF), de 

acordo com a Equação 6. Este fold-change reflete o número de vezes que um gene 

específico foi expresso comparativamente com o controlo. Considerou-se que o gene 

estava sobreexpresso para valores superiores a dois e subexpresso para valores inferiores 

a -2. 

 

Equação 5. Fórmulas de cálculo dos ΔCt e ΔΔCt 

 

ΔCt amostra = Ct alvo – Ct referência 

ΔCt controlo = Ct alvo – Ct referência 

ΔΔCt = ΔCt amostra – ΔCt controlo 
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Equação 6. Fórmula de cálculo do fold-change 

 

Fold-change =2 -  ΔΔCt 

 

VI.1.14. Análise estatística 

Utilizou-se o programa SPSS versão 22.0 (IBM) para a análise estatística. Avaliou-se 

a distribuição normal para comparar os grupos de estudo. Atendendo a que as variáveis 

apresentavam uma distribuição normal, foram comparadas por meio do teste t de 

Student. Para a comparação entre os grupos em que se avaliou a expressão génica por 

array, aplicou-se o teste de Benjamini-Hochberg. Um valor de p inferior a 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. Os resultados são expressos como 

média±SEM. A potência estatística atingida foi calculada com recurso ao software 

G.Power. 

 

VI.2. Resultados 

 

VI.2.1. Avaliação folicular 

A avaliação histológica do tecido permitiu quantificar a densidade folicular. Na 

avaliação imediatamente após a ovariectomia e a descongelação não houve diferenças 

entre grupos. Após a cultura, o grupo de tecido submetido a criopreservação 

apresentava maior densidade folicular que o tecido fresco (2,123±0,293 versus 

1,2909±0,114 folículos/mm2; p=0,03). Com a cultura, a quantidade de folículos 

morfologicamente normais por área de superfície manteve-se idêntica no tecido fresco 

e criopreservado, como representado na Figura 22. 
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Figura 22. Densidade de folículos morfologicamente normais no tecido antes e após criopreservação. Os 

resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * 

para p<0,05. TOF: tecido ovárico fresco; TOPC: tecido ovárico pós-criopreservação. 

 

Posteriormente procedeu-se à avaliação dos folículos por estádio de desenvolvimento. 

A densidade e percentagem folicular foi semelhante no tecido avaliado imediatamente 

após a ovariectomia e após a criopreservação. Após a cultura, o tecido criopreservado 

apresentava menor percentagem de folículos primordiais (TOPC, 4h = 23,129±5,429 

versus TOF, 4h = 45,191±6,062 folículos/mm2;  p=0,041; Figura 23.B) e maior 

densidade de folículos secundários (TOPC, 4h = 0,999±0,179 versus TOF, 4h = 

0,348±0,122 folículos/mm2; p=0,013; Figura 23.E). A cultura no tecido ovárico 

criopreservado condicionou uma diminuição da percentagem de folículos primordiais 

(51,208±7,063 versus 23,129±5,429 folículos/mm2; p=0,009; Figura 23.B) e um 

aumento da percentagem de folículos secundários (30,792±5,098 versus 

46,924±4,619 folículos/mm2; p=0,041; Figura 23.F). Não se verificaram diferenças 

na análise do folículos primários (Figura 23.C e D).  

No que diz respeito à avaliação da proliferação folicular, não se verificaram diferenças 

entre o tecido ovárico fresco e criopreservado relativamente à totalidade dos folículos 

(Figura 24.A), nem na análise por estádios de desenvolvimento (Figura 24.B, C e D), 

com ou sem cultura. Imediatamente após a ovariectomia e a descongelação a maioria 

dos folículos encontrava-se em proliferação. Com a cultura observou-se uma 

diminuição da percentagem de folículos em proliferação no grupo de tecido ovárico 

criopreservado (95,320±2,510 versus 31,288±19,813%; p=0,041; Figura 24.A). 

Quando realizada a avaliação dos folículos por estádio de desenvolvimento, todos os 
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folículos secundários estavam em proliferação e após a cultura apenas 1/3 

(32,410±20,509, p=0,015, Figura 24.D).  

 

 

Figura 23. Quantificação dos folículos por estádios de desenvolvimento no tecido a fresco e após 

criopreservação. São representados os resultados da densidade folicular, expressa em número de folículos 

por mm2 (A, C, E) e da percentagem folicular, expressa na percentagem de folículos no total de folículos 

morfologicamente normais (B, D, F), para os folículos primordiais (A, B), primários (C, D) e secundários 

(E, F). Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está 

representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. TOF: tecido ovárico fresco; TOPC: tecido ovárico 

pós-criopreservação. 
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Figura 24. Proliferação nos folículos no tecido a fresco e após criopreservação. A proliferação foi 

quantificada tendo em conta o número de folículos com marcação positiva para Ki67 no número total de 

folículos (A) e no número de folículos por estádios de desenvolvimento [primordiais (B), primários (C) e 

secundários (D)]. Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística 

está representada com * para p<0,05. TOF: tecido ovárico fresco; TOPC: tecido ovárico pós-

criopreservação. 

 

A avaliação da extensão da apoptose nos folículos revelou níveis idênticos antes e após 

a criopreservação do tecido, como representado na Figura 25. Não foi encontrado 

nenhum ovócito marcado com caspase 3 em nenhuma das amostras analisadas, pelo 

que apenas se verificou marcação das células da granulosa. Na avaliação dos folículos 

por estádios de desenvolvimento, constatou-se que a apoptose foi residual nos folículos 

primordiais (Figura 25.B) e preponderante nos folículos secundários (Figura 25.D).  

Os folículos que apresentaram formato irregular, picnose das células da granulosa, 

contração citoplasmática, presença de vacúolos e eosinofilia do ooplasma foram 

considerados atrésicos (Gougeon, 1996). Na ausência de cultura, verificou-se que o 
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tecido ovárico criopreservado apresentava maior densidade de folículos atrésicos que 

o tecido fresco (0,57±0,11 versus 0,19±0,055 folículos/mm2; p=0,012, Figura 26.A), 

porém sem diferenças na percentagem dos mesmos (Figura 26.B). Após a cultura, a 

atresia folicular foi semelhante entre grupos. 

 

 

Figura 25. Apoptose nos folículos no tecido a fresco e após criopreservação. A apoptose foi quantificada 

tendo em conta o número de folículos com marcação positiva para caspase 3 número total de folículos 

(A) e no número de folículos por estádios de desenvolvimento [primordiais (B), primários (C) e 

secundários (D)]. Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. TOF: tecido ovárico fresco; 

TOPC: tecido ovárico pós-criopreservação. 
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Figura 26. Quantificação dos folículos atrésicos no tecido antes e após criopreservação. Os resultados da 

densidade folicular (A), expressa em número de folículos por mm2, e da percentagem folicular (B), expressa 

na percentagem de folículos por classe no total de folículos morfologicamente normais, são apresentados 

na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * para p<0,05. TOF: tecido 

ovárico fresco; TOPC: tecido ovárico pós-criopreservação. 

 

VI.2.2. Avaliação do estroma 

Na avaliação histológica qualitativa do estroma não foram evidenciadas diferenças 

após a criopreservação do tecido.  

No que diz respeito à proliferação das células do estroma, não se verificaram diferenças 

com a criopreservação, aferida através da comparação do tecido criopreservado com o 

tecido fresco. Porém, a cultura condicionou uma diminuição significativa da 

proliferação no tecido criopreservado (3,910±0,889 versus 0,265±0,146%; p=0,009) 

e no tecido fresco (3,107±0,465 versus 0,869±0,262%; p=0,002), como se pode 

observar na Figura 27.A  

A avaliação dos níveis de apoptose no estroma está representada na Figura 27.B. Nesta 

análise também não se verificaram diferenças no tecido avaliado imediatamente após 

a criopreservação e após a ovariectomia. Porém, salienta-se que a percentagem de 

apoptose no tecido criopreservado foi menor que no tecido fresco (3,18±0,68 versus 

9,69±2,84%; p=0,07), com diferença significativa após cultura (0,530±0,132 versus 

3,280±0,698%; p=0,003). Em paralelo com a diminuição da proliferação com a 

cultura, também se constatou a diminuição da apoptose no tecido criopreservado 

(3,190±0,682 versus 0,530±0,132; p=0,003).  
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Figura 27. Avalição da proliferação e apoptose no estroma do tecido ovárico antes e após a criopreservação. 

Os resultados de acordo com a percentagem de área marcada para Ki67 (A) e caspase 3 (B) nas células do 

estroma são apresentados na forma de média±SEM. * A significância estatística está representada com * 

para p<0,05 e ** para p<0,01. TOF: tecido ovárico fresco; TOPC: tecido ovárico pós-criopreservação. 

 

VI.2.3. Avaliação vascular 

A avaliação da marcação de células endoteliais vasculares teve como objetivo investigar 

se a criopreservação teria algum impacto nestas células. A marcação das células 

endoteliais com FVIII pode ser observada na Figura 28. 

 

  

Figura 28. Imagens representativas da marcação imunohistoquímica do fator VIII. A ampliação é de 200 

e a barra de escala é de 200 µm. 

 



CAPÍTULO VI 

151 

Independentemente da metodologia utilizada, foi consistente a diminuição da 

vascularização no tecido fresco submetido a cultura (p<0,001), bem como a maior 

quantidade de vasos após cultura do tecido criopreservado comparativamente com o 

fresco (p<0,01). Na avaliação da densidade vascular, ou seja, o número de vasos por 

unidade de superfície de tecido, foi menor imediatamente após a criopreservação 

comparativamente com o tecido após ovariectomia (15,305±1,767 versus 

24,490±1,455 vasos/mm2; p=0,002). Contudo, com a cultura, verificou-se um 

aumento da densidade vascular no tecido criopreservado (15,31±1,77 versus 

27,740±1,871 vasos/mm2; p=0,001; potência (1-β)=100%), para níveis idênticos aos 

do tecido avaliado imediatamente após ovariectomia. Estes resultados estão 

representados na Figura 29. 

 

 

Figura 29. Avalição vascular do tecido ovárico antes e após a criopreservação. Os resultados da densidade 

vascular (A), expressa em número de vasos por mm2, e da área vascular (B), expressa na percentagem de 

área marcada para FVIII, são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está 

representada com ** para p<0,01 e com *** para p<0,001. TOF: tecido ovárico fresco; TOPC: tecido 

ovárico pós-criopreservação. 

 

Os resultados da expressão génica de marcadores de angiogénese são apresentados no 

plot da Figura 30 com a quantificação dos scores de dispersão (Kalocsai & Shams, 

1999). Os genes com valores de expressão idêntica nas diferentes condições alinham 

com a linha de identidade ou linha diagonal. Quanto maior for a distância a esta linha, 

ou seja, quanto mais diferente de 1 for o score, maior é a diferença na expressão génica 
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entre condições. A expressão génica de marcadores de angiogénese foi semelhante no 

tecido avaliado imediatamente após criopreservação comparativamente com o tecido 

avaliado imediatamente após ovariectomia com um score de 0,928. Com a cultura no 

tecido criopreservado o score foi de 0,486. Na avaliação mais detalhada da expressão 

génica e através da análise dos gráficos Volcano apresentados na Figura 31, verificou-

se que após cultura houve aumento da expressão de Col4a3 (p=0,010), Egf (p=0,016), 

Epas1 (p=0,027) e Tie1 (p=0,042). 

 

 

Figura 30. Representação gráfica da comparação entre o painel de expressão no tecido ovárico fresco 

(TOF) e pós-criopreservação (TOPC). 

 

 

Figura 31. Gráficos Volcano da comparação do tecido avaliado imediatamente após descongelação com o 

tecido mantido em cultura. Os resultados são apresentados em log2(fold-change) versus −log10(valor p 

corrigido). A linha tracejada vermelha representa o fold change e a linha tracejada cinzenta delimita a 

significância estatística (p=0,05). A vermelho estão representados os genes com expressão aumentada, a 

verde com expressão diminuída e a cinzento aqueles que não apresentam diferenças.  



CAPÍTULO VI 

153 

VI.3. Discussão 

A investigação que avalia as técnicas de criopreservação de tecido ovárico pretende 

otimizar os diferentes protocolos para melhorar os resultados do transplante. Assim, 

têm sido realizados vários estudos que comparam a congelação lenta com a vitrificação. 

A importância da investigação nesta área justifica-se pela complexidade do tecido 

ovárico, associada à tendência para a transição da congelação lenta para a vitrificação 

na criopreservação de gâmetas e embriões.  

A primeira revisão sistemática e meta-análise realizada neste âmbito inclui seis estudos 

e verificou que as duas técnicas produzem resultados equivalentes relativamente ao 

número de folículos primordiais intactos (Zhou et al., 2016). No ano seguinte, outra 

revisão sistemática e meta-análise, que incluiu 14 estudos, sugeriu que a vitrificação 

seria mais eficaz, com menor lesão do DNA dos folículos primordiais e melhor 

preservação das células do estroma (Shi et al., 2017). Estudos posteriores com avaliação 

dos resultados após o transplante de tecido ovárico, mostraram melhores resultados 

com a congelação lenta relativamente à vitrificação, com melhor sobrevivência e 

crescimento foliculares após xenotransplante (S. Lee et al., 2019) e maior 

probabilidade de gravidez após o autotransplante (Terren et al., 2019). Apesar dos 

vários estudos, na prática clínica apenas foi reportado o nascimento de duas crianças 

após vitrificação do tecido ovárico em mais de 130 casos de sucesso com a 

criopreservação e transplante de tecido ovárico (Rivas Leonel et al., 2019). 

Neste trabalho experimental utilizámos o protocolo de criopreservação lenta adaptado 

de Donnez et al. (Donnez et al., 2005) e Rosendahl et al. (Rosendahl et al., 2011). O 

nascimento do primeiro bebé após criopreservação e transplante de tecido ovárico 

ocorreu em 2004. O tecido ovárico havia sido criopreservado pelo método de 

criopreservação lenta utilizando DMSO como crioprotetor (Donnez et al., 2005). O 

grupo de C. Y. Andersen publicou os resultados de 10 anos da técnica de 

criopreservação de tecido ovárico em 2011, com o nascimento de 3 crianças após o 

transplante. Em 2018 já foram reportados 17 nascimentos no mesmo grupo, sendo 

este o que tinha realizado o maior número de transplantes de tecido ovárico, 113 

cirurgias num total de 360 (Gellert et al., 2018). A metodologia de criopreservação 
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utilizada por este grupo foi descrita pela primeira vez em 2004, também com 

criopreservação lenta, mas recorrendo ao etilenoglicol como crioprotetor (Tryde 

Schmidt et al., 2004).  

O crioprotetor é uma substância com a capacidade de proteger as células e os tecidos 

da desidratação e dos danos causados pelas mudanças extremas de temperatura. 

Normalmente é utilizada a combinação de um crioprotetor permeável e outro não 

permeável. Os crioprotetores com elevada permeabilidade celular mais utilizados são 

o DMSO, o etilenoglicol e o propilenoglicol. Estes têm baixo peso molecular, são 

solúveis em água a baixas temperaturas e associam-se a baixa toxicidade. Os agentes 

não permeáveis mantêm-se na solução extracelular e promovem uma desidratação 

celular controlada. Como exemplos destes agentes encontram-se os açucares, como a 

sacarose, e macromoléculas, como o ficoll. A exposição prolongada ou em quantidade 

excessiva aos crioprotetores pode causar citotoxicidade e prejudicar a viabilidade do 

tecido (El Cury-Silva et al., 2021; Rivas Leonel et al., 2019; Whaley et al., 2021). Uma 

revisão sistemática comparou os vários crioprotetores na vitrificação de tecido ovárico, 

mas não concluiu qual a melhor combinação de crioprotetores. A combinação de 

etilenoglicol com outros crioprotetores está associada a taxas de recuperação folicular 

elevadas. O DMSO também pareceu ser seguro, sendo os melhores resultados obtidos 

com a utilização de concentrações menores (El Cury-Silva et al., 2021). Para a 

criopreservação lenta são utilizados crioprotetores em baixa concentração, cerca de 1,5 

M do agente permeável e 0,1 M do agente não permeável. Os crioprotetores mais 

utilizados são o DMSO e a sacarose, com curvas de arrefecimento semelhantes (Rivas 

Leonel et al., 2019). A nossa opção pela associação do etilenoglicol e da sacarose, como 

descrito pelo grupo de C. Y. Andersen (Tryde Schmidt et al., 2004), baseou-se na 

melhor preservação folicular (Newton et al., 1996). 

Além do crioprotetor, o tipo de tecido também influencia o sucesso da técnica de 

criopreservação (Barrett & Woodruff, 2010). No que diz respeito ao tecido, o ovário 

de rato é diferente do humano. Um dos passos importantes na preparação do tecido 

ovárico para criopreservação é a descorticação. Esta etapa corresponde à remoção da 

medula para melhorar a penetração do agente crioprotetor no córtex ovárico (Herraiz 

et al., 2020). Do ponto de vista anatómico, o ovário de rato não tem um córtex de 
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consistência cartilagínea como o ovário humano. Além disso, o ciclo hormonal do rato 

dura apenas 4 a 5 dias e são ovulados cerca de 7 a 15 ovócitos por ciclo. Estas 

características também tornam os ratos num excelente modelo para estudos na área da 

medicina da reprodução, nomeadamente os relacionados com a foliculogénese e o 

transplante de tecido ovárico, permitindo a realização de autotransplante in vivo (M. 

Suckow et al., 2005). Tendo em conta as diferenças do tecido ovárico entre espécies, 

o protocolo de criopreservação utilizado na clínica humana poderia ter de ser adaptado 

ao modelo animal. Assim, esta tarefa visou validar a aplicação do protocolo de 

criopreservação lenta ao tecido ovárico de rato, tendo-se comparado para o efeito o 

tecido com e sem criopreservação. Uma vez que a análise do tecido, imediatamente 

após a criopreservação, poderia não refletir o potencial de desenvolvimento folicular, 

foi realizada a cultura do tecido por um período de 4 horas. 

O processo de descongelação é igualmente um passo importante para garantir o sucesso 

da criopreservação. Durante o processo de aquecimento, também se verifica o risco de 

formação de cristais de gelo, risco que parece ser maior no processo de aquecimento 

após vitrificação do que na descongelação (Rivas Leonel et al., 2019). Neste trabalho 

utilizou-se o protocolo de descongelação do grupo de C. Y. Andersen, que inclui várias 

etapas com o intuito de remover a maior quantidade possível do crioprotetor (Tryde 

Schmidt et al., 2004), o qual é removido pela exposição a concentrações cada vez 

menores desta substância (Pegg, 2007). Mesmo com protocolos de descongelação com 

várias lavagens foi demonstrado que persistem quantidades residuais de crioprotetores 

no tecido imediatamente antes do transplante. Estes resultados suscitam preocupações 

relacionadas com a segurança, uma vez que o DMSO altera o perfil de metilação do 

DNA e o etilenoglicol é tóxico em altas concentrações (Nakamura et al., 2017). 

Do ponto de vista global, confirmámos a preservação do tecido através da comparação 

do tecido ovárico de rato fresco e após criopreservação. O mesmo resultado foi 

reportado num estudo com avaliação histológica e imunohistoquímica de tecido 

humano submetido a criopreservação lenta com propilenoglicol e sacarose (Fabbri et 

al., 2003).  

A maioria dos estudos refere que a congelação lenta mostrou ser capaz de preservar os 
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folículos (Campos et al., 2011; Fabbri et al., 2003; Gastal et al., 2017; Klocke et al., 

2015; Kometas et al., 2021; Labrune et al., 2020). Os resultados da nossa investigação 

são concordantes e mostraram a preservação da densidade de folículos 

morfologicamente normais, com níveis idênticos de apoptose e atresia folicular. Na 

análise dos folículos por estádios de desenvolvimento, constatámos uma diminuição 

dos folículos primordiais e um aumento dos folículos secundários após cultura. Este 

impacto negativo da criopreservação lenta na quantidade dos folículos primordiais já 

tinha sido verificado (Labrune et al., 2020; S. Lee et al., 2019; Ramos et al., 2021; 

Sugishita et al., 2021). A diminuição dos folículos primordiais em paralelo com o 

aumento de folículos em crescimento poderia estar associada à ativação folicular, uma 

das limitações já descritas da criopreservação e transplante de tecido ovárico. A 

ativação folicular é um dos mecanismos responsáveis pela perda folicular 

imediatamente após o transplante de tecido ovárico criopreservado, que limita o 

sucesso e a longevidade do mesmo. O burn-out folicular ocorre pela ativação da via 

PI3K/fosfatase homóloga à tensina (PTEN)/Akt (Terren & Munaut, 2021). Foi 

demonstrada a presença de produtos de degradação desta via entre uma a três horas 

após a sua ativação (Kawamura et al., 2013). Contudo, a evolução de folículos 

primordiais para primários é um processo mais moroso (Gougeon, 1996). A ativação 

folicular, com consequente diminuição dos folículos primordiais e aumento dos 

folículos em crescimento, foi descrita em estudos com culturas de pelo menos 12 a 24 

horas (Fortune et al., 2000; Ghezelayagh et al., 2022; Terren et al., 2021; Terren & 

Munaut, 2021).  

Apesar do processo de criopreservação lenta permitir a preservação dos folículos, com 

bons resultados na estrutura dos ovócitos, verifica-se algum impacto nas células da 

granulosa e da teca (Herraiz et al., 2020; Hovatta et al., 1996; Siebzehnrübl et al., 

2000), nomeadamente nos folículos secundários (Nottola et al., 2008). Nesta classe de 

folículos verificámos elevada percentagem de apoptose, que se manteve mesmo após o 

processo de criopreservação. Os folículos primordiais são mais resistentes à 

criopreservação, provavelmente devido ao seu menor tamanho e mais lenta atividade 

metabólica (Morewood et al., 2017). Em concordância, observámos uma quantidade 

residual de folículos primordiais em apoptose, também sem diferenças após o processo 
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de criopreservação. 

A apoptose foi avaliada pela marcação com caspase 3, uma protéase que desempenha 

um papel na via apoptótica induzida pela criopreservação, tendo em conta o aumento 

da marcação no tecido submetido a criopreservação (Fauque et al., 2007; Labrune et 

al., 2020; Sugishita et al., 2021). Contudo, há estudos com resultados discordantes, ou 

seja, sem diferenças (Fabbri et al., 2003; Gastal et al., 2017) ou com uma diminuição 

da apoptose no tecido pós-criopreservação (S. Lee et al., 2019). Inclusivamente, num 

estudo em que o tecido ovárico também foi mantido em cultura durante 4 horas, foi 

comparado o tecido criopreservado através de congelação lenta e vitrificação e 

verificou-se que a apoptose foi menor no tecido criopreservado (Terren et al., 2019). 

Os nossos resultados confirmaram este achado, com menos apoptose no estroma após 

a criopreservação.   

O estroma assume particular importância no âmbito da criopreservação de tecido 

ovárico, uma vez que aqui são produzidos fatores de crescimento que intervêm na 

revascularização e na atividade metabólica dos folículos. Assim, o grande desafio é a 

preservação simultânea dos folículos e do estroma. No que diz respeito ao estroma, a 

criopreservação lenta parece limitar a sobrevivência destas células (Amorim et al., 

2011; Gastal et al., 2017; Herraiz et al., 2020). Este resultado foi confirmado com a 

cultura, através da diminuição da proliferação em ambos os grupos. Esta proliferação 

reduzida no estroma já tinha sido descrita num estudo em que o tecido ovárico 

também foi mantido em cultura durante 4 horas (Terren et al., 2019). No que diz 

respeito ao tecido avaliado imediatamente após ovariectomia e criopreservação, 

verificámos que a proliferação das células do estroma eram semelhantes, em 

conformidade com o estudo de Fabbri et al. (Fabbri et al., 2003).  

Nos folículos está descrita uma diminuição de aproximadamente 30% na viabilidade 

(Campos et al., 2011) e proliferação (S. Lee et al., 2019), conforme também foi 

constatado nos nossos resultados.  

Além da avaliação dos folículos e do estroma, investigámos se a criopreservação afetaria 

os microvasos presentes no tecido, através da marcação das células endoteliais com 
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FVIII. De facto, após o transplante de tecido ovárico, a manutenção da integridade 

vascular é um fator-chave para o sucesso da neo-angiogénese que, por sua vez, é 

indispensável para a sobrevivência dos folículos. A área vascular corresponde à área de 

células endoteliais no tecido, a qual é utilizada por alguns autores, para aferir a 

densidade microvascular (M. M. Fransolet et al., 2015; Herraiz et al., 2020). Através 

desta análise, verificámos que a percentagem de área marcada com FVIII foi 

semelhante antes e após criopreservação. Este resultado está em concordância com a 

literatura, que mostrou a preservação dos microvasos com a criopreservação lenta 

(Sanfilippo et al., 2013). A densidade vascular, ou seja, o número de vasos sanguíneos 

por unidade de área de superfície, diminuiu com a criopreservação. Esta avaliação pode 

sobrestimar o número de vasos, uma vez que são considerados como vasos individuais 

aglomerados de células endoteliais, com ou sem lúmen nítido (Wu et al., 2010). Apesar 

dos resultados não serem concordantes no tecido avaliado imediatamente após a 

ovariectomia e criopreservação, com a cultura verificámos um aumento da 

vascularização do tecido após criopreservação, com as duas metodologias de avaliação. 

Neste curto período de tempo é possível ocorrer a ativação da angiogénese com o 

sprouting inicial (Bentley & Chakravartula, 2017). Este resultado é relevante, uma vez 

que o estímulo angiogénico do tecido ovárico é essencial para a sobrevivência folicular 

após o transplante. 

Perante estes resultados e com o intuito de entender se o processo de criopreservação 

teria algum impacto no estímulo angiogénico, foi avaliada a expressão de genes 

relacionados com a angiogénese. A comparação entre o tecido fresco e o tecido após 

criopreservação mostrou níveis idênticos de expressão. A expressão de VEGF, 

angiopoietina-1 e -2 também foi avaliada em tecido ovárico de murganho com e sem 

criopreservação. Na avaliação imediatamente após descongelação o tecido apresentava 

menores níveis de expressão de VEGF-A, angiopoietina-1 e -2 do que o controlo (Cho et 

al., 2018). Com a cultura verificámos alteração da expressão génica, com 

sobreexpressão de Col4a3, Egf, Epas1 e Tie1. 

Em síntese, o protocolo de criopreservação lenta com etilenoglicol e sacarose utilizado 

na prática clínica não parece ser deletério para o tecido ovárico de rato, preservando a 

densidade folicular e a morfologia do tecido, com diminuição da apoptose. 



 

 

CAPÍTULO VII. Avaliação de fatores pró-angiogénicos e 

de hormonas 

  



 

 

Esta secção inclui resultados do estudo in vitro e in vivo da estimulação da angiogénese 

com VEGF, FGF e hMG. No estudo in vitro, os resultados da análise histológica, 

imunohistoquímica e do array foram realizados em conjunto com a aluna Maria 

Carolina Pereira Reis, no âmbito da sua Dissertação de Mestrado em Bioquímica. 
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A estimulação da angiogénese no tecido ovárico permite minimizar a lesão de 

isquemia/reperfusão do tecido e, consequentemente, o impacto na sobrevivência 

folicular, otimizando a longevidade do transplante do ponto de vista reprodutivo e 

endócrino (Donnez et al., 2013). Com este intuito, têm sido investigadas várias 

estratégias, nomeadamente a utilização de VEGF, de outros fatores de crescimento, de 

hormonas e de agentes antioxidantes. Para além do recurso a diferentes moléculas, 

também foram avaliados vários níveis de intervenção, nomeadamente antes da 

criopreservação do tecido, antes realização do transplante, recorrendo à suplementação 

no meio de congelação ou em cultura, ou após o transplante, com a administração por 

via sistémica (Cacciottola et al., 2021). 

No processo de angiogénese, a primeira fase do crescimento capilar é mediada pela 

produção de VEGF pelas células parenquimatosas, sendo esta a principal via de 

sinalização ativada. No tecido ovárico, foi demonstrado um efeito positivo do VEGF 

no recrutamento de vasos sanguíneos funcionais (M. M. Fransolet et al., 2015; Henry 

et al., 2015; Labied et al., 2013; Shikanov et al., 2011; Souza et al., 2021). A associação 

do VEGF com FGF mostrou ser mais eficaz, com maior sobrevivência dos folículos 

primordiais e da angiogénese e diminuição da apoptose (J. Gao et al., 2015; L. Wang 

et al., 2013; C.-H. Zhang et al., 2016). A eficácia do tratamento isolado com 

gonadotrofinas é controversa. Contudo, a utilização de hMG mostrou um efeito 

benéfico sobre a angiogénese e o tempo de reperfusão, com maior sobrevivência dos 

folículos (Y. Y. Wang et al., 2012). 

Neste capítulo reportam-se os resultados da influência de VEGF, de FGF e de hMG 

na angiogénese do tecido ovárico após criopreservação. 

 

VII.1. Materiais e Métodos 

O estudo experimental foi realizado nas instituições referidas no capítulo VI, 

respeitando todas as disposições legais e éticas em vigor no que se refere à 

experimentação animal.  
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VII.1.1. Desenho experimental 

Nesta tarefa pretendeu-se investigar o efeito da suplementação em cultura com hMG, 

com VEGF e com FGF no tecido ovárico de rato. Inicialmente foi realizado um estudo 

in vitro, cujos resultados contribuíram para definir o desenho experimental do estudo 

in vivo.  

No estudo in vitro, os fragmentos de tecido ovárico de rato, previamente submetidos a 

criopreservação lenta e descongelação, foram divididos em quatro grupos, em que o 

Grupo 1 correspondeu a tecido ovárico pós-criopreservação sem adição de qualquer 

fator; o Grupo 2 a tecido ovárico mantido em cultura na presença de VEGF e de bFGF; 

o Grupo 3 a tecido ovárico mantido em cultura na presença de hMG; e o Grupo 4 a  

tecido ovárico mantido em cultura com suplementação tripla, com a associação dos 

três produtos (VEGF, FGF e hMG).  

Neste ensaio foram estabelecidos três tempos de avaliação: imediatamente após a 

descongelação (0 horas) e após cultura durante 4 e 48 horas. Os grupos de tecido 

avaliado imediatamente após descongelação e às 4 horas de cultura sem suplementação 

correspondem aos descritos no capítulo VI. 

Seis hemiovários de cada grupo foram fixados em formaldeído tamponado (VWR) a 

4%, para a avaliação histológica e imunohistoquímica, e outros seis colocados em 

NZYol® (Nzytech), para a avaliação da expressão génica. O meio de cultura foi 

reservado para a quantificação de angiopoietina-2 por método de ELISA. 

Para o estudo in vivo, o tecido ovárico de rato também foi submetido a criopreservação 

lenta e descongelação, seguido da cultura durante 4 horas, numa matriz de alginato, 

conforme os resultados do capítulo V. De acordo com a suplementação da cultura, o 

tecido ovárico foi dividido em dois grupos, em que o Grupo I correspondeu a tecido 

ovárico mantido em cultura na presença de hMG; e o Grupo II a tecido ovárico 

mantido em cultura com a suplementação tripla (VEGF, bFGF e hMG).  

Após 4 horas em cultura foi realizado o autotransplante heterotópico do tecido 

ovárico. O enxerto foi transplantado a nível subcutâneo na parede abdominal do rato. 
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Ao fim de 7 e de 21 dias, os enxertos de tecido ovárico foram removidos para avaliação 

histológica e imunohistoquímica, para a avaliação da expressão génica e guardados 

para avaliação da expressão proteica. A função endócrina foi avaliada através da 

citologia vaginal, que foi realizada diariamente, e do doseamento de estradiol e de FSH 

no sangue do rato, colhido ao 21º dia após o transplante. 

O desenho experimental deste estudo está representado na Figura 32. 

 

 

Figura 32. Representação esquemática do desenho experimental. Created with BioRender.com. HE, 

hematoxilina-eosina; IHQ, imunohistoquímica; VF, VEGF+FGF; H, hMG; TOPC, tecido ovárico pós-

criopreservação; WB, western blot. 

 

VII.1.2. Animais 

Para o estudo in vitro, foram utilizados os hemiovários do grupo pós criopreservação 

do capítulo VI e mais 84 hemiovários, de 21 ratos fêmea com 8 e a 10 semanas de 
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idade da estirpe Rowett Nude (RNU, homozigóticas). Os hemiovários foram 

distribuídos de forma aleatória pelos grupos de estudo. 

Para o estudo in vivo, foram utilizados 33 ratos fêmea com as mesmas características. 

Os animais foram distribuídos de forma aleatória pelos grupos de estudo. Optou-se 

por utilizar o modelo de rato da estirpe Rowett Nude (RNU, homozigóticas), pelas 

dimensões do ovário e para permitir realizar o autotransplante de tecido ovárico, 

mimetizando o que é realizado na prática clínica em humanos. O facto de estes animais 

serem atímicos, portadores de deficiência de células T, mantendo células B e NK, o 

que permite a realização de prova de conceito com tecido humano através de ensaios 

de xenotransplante. A idade dos animais foi selecionada tendo em conta o 

desenvolvimento pubertário, a maturidade sexual e a idade do acasalamento (Maeda 

et al., 2000; Sengupta, 2013).  

 

VII.1.3. Ovariectomia  

A ovariectomia foi realizada como descrito no capítulo V, sob anestesia inalatória com 

sevoflurano. No final do procedimento, os animais cujos ovários se destinavam ao 

estudo in vitro foram occisados. Os animais do grupo de estudo in vivo foram 

identificados com marcações nas orelhas para posterior realização do autotransplante. 

Nestes animais, após a cirurgia, foi administrada analgesia subcutânea com carprofeno 

(5 mg/kg, totalizando 0,2 mL por animal). Por fim, foram colocados em gaiolas 

individuais, durante a recuperação da anestesia e ficaram em vigilância pelos 

investigadores nas primeiras duas horas após a intervenção.  

Cada ovário foi dividido em dois hemiovários, que foram colocados em solução 

tamponada fria com DPBS (Biological Industries) suplementada com soro fetal bovino 

na concentração de 10% (v/v) (Biological Industries), onde se mantiveram durante cerca 

de 30 minutos, antes da criopreservação. 
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VII.1.4. Protocolos de criopreservação e descongelação  

Foi realizado o protocolo de criopreservação lenta e descongelação descrito no capítulo 

V. Imediatamente após a descongelação seis hemiovários foram fixados em 

formaldeído a 4% (Panreac Quimica Sau) e outros seis foram colocados em NZYol® 

(Nzytech). 

 

VII.1.5. Cultura de tecido ovárico 

No estudo in vitro, os fragmentos de tecido ovárico de rato foram submetidos a cultura 

convencional durante 4 e 48 horas. O meio de cultura foi constituído por α-MEM 

(22561-021, Thermo Fisher Scientific Inc.) e soro fetal bovino na concentração de 10% 

(v/v) (Biological Industries). O meio foi suplementado com hMG na concentração de 0,3 

UI/mL (Menopur®, Ferring Pharmaceuticals), com VEGF165 na concentração de 100 

ng/mL (Thermo Fisher Scientific Inc.) e com bFGF na concentração de 150 ng/mL (Sigma-

Aldrich), de acordo com os grupos de estudo. 

Terminada a cultura, seis hemiovários de cada condição foram fixados em 4% 

formaldeído tamponado (VWR) para subsequente análise histológica e 

imunohistoquímica. Os restantes hemiovários foram macerados numa caixa de Petri 

com o auxílio de agulha e bisturi e transferidos para um tubo com 1 mL de NZYol para 

realizar a extração do RNA e do DNA e posterior realização do array. Todo o 

procedimento foi realizado sob condições estéreis. O meio de cultura foi conservado a 

-80C. 

Para o estudo in vivo também foi realizada a cultura 3D do tecido com recurso à matriz 

de alginato durante 4 horas. O meio de cultura foi constituído por α-MEM, soro fetal 

bovino na concentração de 10% (Biological Industries), penicilina/estreptomicina na 

concentração de 1/1000 (15140-122, Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.) e hMG na 

concentração de 0,3 UI/mL (Menopur®, Ferring Pharmaceuticals). O scaffold de alginato 

foi preparado como descrito no capítulo V. A concentração de alginato de sódio foi 
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reduzida para 1%, atendendo ao facto de se tratar de uma cultura de curta duração, 

com o intuito de reduzir a rigidez da matriz. No grupo com a suplementação tripla foi 

também adicionado VEGF165 na concentração de 100 ng/mL (Thermo Fisher Scientific 

Inc.) e bFGF na concentração de 150 ng/mL (Sigma-Aldrich), à matriz de alginato. No 

final da cultura, os hemiovários foram autotransplantados nos animais.  

 

VII.1.6. Transplante de tecido ovárico 

O transplante de tecido ovárico pode ser ortotópico, quando é reimplantado no ovário 

restante ou no peritoneu a nível da fosseta ovárica, ou heterotópico, quando realizado 

noutro local, designadamente a nível subcutâneo, intramuscular ou retroperitoneal. O 

transplante ortotópico é mais invasivo mas, na prática clínica, é o que demonstrou 

maior eficácia. O transplante heterotópico é mais simples, ficando o enxerto mais 

acessível (American Society for Reproductive Medicine, 2014). Um estudo que 

comparou diferentes locais de transplante, nomeadamente intramuscular, subcutâneo, 

intraperitoneal e na fosseta ovárica, mostrou resultados semelhantes, nomeadamente 

do ponto de vista folicular e considerando a duração do transplante até 21 dias (Dath 

et al., 2010). Assim, neste trabalho experimental e após a cultura dos hemiovários foi 

realizado o autotransplante heterotópico de tecido ovárico a nível subcutâneo.  

A cirurgia foi realizada sob anestesia inalatória e com analgesia subcutânea no final do 

procedimento, como descrito para a ovariectomia. Para o transplante foi realizada uma 

única incisão de 2 cm na parede abdominal, seguida de dissecção romba de quatro 

bolsas subcutâneas, cada uma com cerca de 1 cm. Os hemiovários foram inseridos 

subcutaneamente ao longo da fáscia muscular abdominal, como representado na 

Figura 32. Por fim, a pele foi encerrada com fio absorvível. O procedimento cirúrgico 

pode ser visualizado através do link disponível no Anexo II. 

Ao fim de 7 dias o animal foi novamente submetido a anestesia inalatória. Dois dos 

enxertos de tecido ovárico foram recuperados através de uma incisão única na pele. 

Após o encerramento da pele com fio absorvível foi administrada analgesia subcutânea.  
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Figura 33. Fotografias representativas do transplante de tecido ovárico. Com o rato anestesiado e em 

decúbito dorsal, foi realizada uma incisão na parede abdominal, seguida de dissecção romba de quatro 

bolsas subcutâneas (A). Os hemiovários foram inseridos subcutaneamente ao longo da fáscia muscular 

abdominal (B). Por fim, a pele foi encerrada com fio absorvível, sendo possível identificar os enxertos 

transplantados subcutaneamente (C).  

 

No 21.º dia após o transplante, foi realizado um procedimento de não recuperação em 

que os animais foram submetidos a anestesia profunda, seguida da remoção cirúrgica 

dos hemiovários restantes e da colheita de 2 mL de sangue por punção intracardíaca, 

sendo depois os animais occisados.  

 

VII.1.7. Avaliação histológica e imunohistoquímica 

Os tecidos fixados em formaldeído foram transportados para o Serviço de Anatomia 

Patológica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, onde foram incluídos em 

parafina e seccionados seriadamente a cada 5 μm. A análise histológica e 

imunohistoquímica foi realizada como descrito nos capítulos V e VI. No estudo in vivo 

foi também avaliada e comparada a área do enxerto em mm2. 

Todos os resultados foram avaliados com recurso ao software Image J, por dois 

investigadores, independentes e alheios às condições em estudo. 

As lâminas do estudo in vitro foram observadas no microscópio ótico, Axio Imager.Z2 

(Zeiss) com ampliação total de 200 e 400. As imagens do tecido foram adquiridas 

com a câmara digital Axiocam HRc (Zeiss) com o auxílio do software ZEN 2 blue edition 

C A B 
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(Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2011). Para o estudo in vivo, as lâminas foram adquiridas 

no AxioScan.Z1 (Carl Zeiss), com lente Plan-Apochromat 10x/0.8, e fotografadas com 

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

 

VII.1.8. Análise da expressão génica dos tecidos  

Com o intuito de identificar genes integrantes da via da angiogénese, bem como avaliar 

diferenças na expressão génica entre grupos, foram realizados microarrays de PCR no 

tecido do estudo in vitro. Assim, o array foi repetido para seis hemiovários de cada 

condição. Como descrito no capítulo VI foi utilizado o TaqMan® Array Fast (Applied 

Biosystems), que permitiu verificar a expressão de 46 genes.  

Tendo em conta os resultados do array de angiogénese do estudo in vitro foi realizada 

qPCR para quantificação dos genes referidos na Tabela 15.  

 

Tabela 15. Genes em estudo. 

Nome do gene Símbolo Referência 

actin, beta Actb Rn00667869_m1 

bone morphogenetic protein 15 Bmp-15 Rn00572320_m1 

collagen, type XVIII, alpha 1 Col18a1 Rn01428995_m1 

collagen, type IV, alpha 3 Col4a3 Rn01400991_m1 

epidermal growth factor Egf Rn00563336_m1 

endothelial PAS domain protein 1 Epas1 Rn00576515_m1 

fibroblast growth factor receptor 3 Fgfr3 Rn00584799_m1 

c-fos induced growth factor Figf Rn00582193_m1 

growth differentiation factor 9 Gdf-9 Rn00572328_m1 

hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit  Hif1α Rn01472831_m1 

kinase insert domain receptor KDR Rn00564986_m1 

tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1 Tie1 Rn01417182_m1 

 

A qPCR foi realizada com cDNA extraído do tecido do estudo in vitro, para 

confirmação dos resultados do array, e com o cDNA extraído do tecido do estudo in 

vivo. A extração de RNA, a quantificação dos ácidos nucleicos e a conversão em cDNA 
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foi realizada como descrito no capítulo VI. 

Para a qPCR foi utilizada a TaqMan® Gene Expression Assays. Na placa foram dispostos 

os primers dos genes descritos na Tabela 15. Para a reação de amplificação por PCR 

utilizou-se 1 μL de cDNA, amplificados pela DNA polimerase da TaqMan® Fast 

Advanced Master Mix (Applied Biosystems). Foi utilizado o sistema de PCR em tempo 

real QuantStudio™ 3, de acordo com as condições descritas na Tabela 14 (capítulo 

VI.1.13). A quantificação e a análise da expressão génica foram realizadas como 

descrito no capítulo VI. 

 

VII.1.9. Avaliação da angiopoietina-2 no meio de cultura 

Procedeu-se à quantificação da angiopoietina-2 pela técnica de ELISA no meio de 

cultura do tecido ovárico do estudo in vitro. Para tal utilizou-se o Mouse/Rat 

Angiopoietin-2 Quantikine ELISA Kit (n.º de catálogo: MANG20, R&D Systems, 

Minneapolis, Minnesota, EUA). O protocolo realizado está descrito de forma sumária 

na Tabela 16.  

 

Tabela 16. Descrição sumária do protocolo de ELISA para angiopoietina-2. 

 Etapas 

1 Adicionar 50 µL do diluente em cada poço. 

2 Adicionar 50 µL do standard, do controlo e das amostras em cada poço. 

3 Incubar 120 minutos à temperatura ambiente num agitador de placas. 

4 Aspirar e lavar 4 vezes com o tampão de lavagem. 

5 Adicionar 100 µL do conjugado em cada poço. 

6 Incubar 120 minutos à temperatura ambiente num agitador de placas. 

7 Aspirar e lavar 4 vezes com o tampão de lavagem. 

8 Adicionar 100 µL da solução de substrato em cada poço. 

9 Incubar 15 minutos à temperatura ambiente e protegida da luz. 

10 Adicionar 100 µL da solução STOP em cada poço. 

11 Ler a placa em 30 minutos a 450 nm. 

 



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

170 

Para a determinação da concentração da angiopoietina-2 em cada amostra, foi obtida 

a curva de calibração e as densidades óticas (OD) foram interpoladas com o Prism 8.0, 

utilizando um ajuste não linear semi-logarítmico de quatro parâmetros, conforme 

representado na Figura 34. Os valores de melhor ajuste da OD da curva de calibração 

ao modelo matemático que permitiram interpolar dos resultados dados experimentais 

foram 38,48 da assintota superior, -0,005 da assintota inferior, 4,815 do logaritmo do 

ponto médio, 0,979 para o declive e 0,9946 para o R2. 

 

Figura 34. Curva de calibração da angiopoietina-2. OD: densidade ótica. 

 

VII.1.10. Doseamentos hormonais 

No rato, o ciclo menstrual dura 4 a 5 dias e é denominado ciclo estrus. A duração curta 

do ciclo torna estes animais num excelente modelo para avaliação do ciclo reprodutivo. 

Acresce ainda o facto de os ratos serem fáceis de manipular e terem frequentemente 

ciclos regulares, dificilmente afetados pelo stresse da manipulação. O ciclo estrus está 

dividido em quatro fases: proestrus, estrus, metestrus e diestrus. A fase proestrus dura cerca 

de 14 horas e corresponde ao dia pré-ovulatório, quando o estradiol aumenta e, 

consequentemente, ocorre o pico de gonadotrofinas (FSH e LH). O pico de LH 

desencadeia a ovulação e começa a fase estrus, na qual os níveis de progesterona estão 

mais elevados e os de estradiol diminuem até níveis basais ao final do dia. Esta fase 

dura entre 24 a 48 horas. A fase metestrus dura apenas 6 a 8 horas e a concentração de 

estradiol é baixa. Por último, a fase diestrus é a mais prolongada, pois dura cerca de 48 
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a 72 horas, e os níveis de estradiol começam a aumentar. Os níveis de FSH e LH são 

reduzidos na fase estrus, metestrus e diestrus (Caligioni, 2009; Cora et al., 2015). A 

ovariectomia mimetiza o hipoestrogenismo típico da menopausa, com o aumento 

concomitante dos níveis séricos de FSH e LH (M. Suckow et al., 2005). 

Para avaliação da função endócrina foi quantificada a FSH e o estradiol no soro dos 

animais e no meio de cultura. Para esta determinação foram utilizados kits de ELISA 

para a FSH (Rat FSH ELISA Kit, n.º de catálogo: E-EL-R0391, Elabscience) e para o 

estradiol (17 beta-Estradiol ELISA Kit, referência: ab108667, Abcam).  

O sangue recolhido ao 21º dia após transplante foi colocado em Microvette ® 500Z-

Gel (REF 20.1344, Laborimpex). De imediato foi realizada uma centrifugação a 

10.000G durante 5 minutos a 2C, o soro removido para um tubo Eppendorf e 

conservado a -80C. 

No dia da experiência os soros foram descongelados e foram realizados os protocolos 

de ELISA de acordo com as recomendações dos fabricantes, conforme resumido na 

Tabela 17 para o estradiol e na Tabela 18 para a FSH. Para a determinação da 

concentração de FSH e de estradiol em cada amostra, as OD foram interpoladas com 

a curva de calibração obtida no Prism 8.0, utilizando um ajuste não linear semi-

logarítmico de quatro parâmetros, conforme representado na Figura 35 e com os 

valores de melhor ajuste descritos na Tabela 19.  

 

Tabela 17. Descrição sumária do protocolo de ELISA para estradiol. 

 Etapas 

1 Adicionar 25 µL do standard, controlo e das amostras em cada poço. 

2 Adicionar 200 µL do conjugado em cada poço. 

3 Incubar 120 minutos a 37C. 

4 Remover o líquido.  

5 Aspirar e lavar 3 vezes com 300 µL do tampão de lavagem. 

6 Adicionar 100 µL da solução de substrato em cada poço. 

7 Incubar 30 minutos à temperatura ambiente e protegida da luz. 

8 Adicionar 100 µL da solução STOP em cada poço. 

9 Ler a placa a 450 nm em 30 minutos. 
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Tabela 18. Descrição sumária do protocolo de ELISA para FSH. 

 Etapas 

1 Adicionar 100 µL do standard e das amostras em cada poço. 

2 Incubar 90 minutos a 37C. 

3 Remover o líquido.  

4 Adicionar 100 µL do anticorpo de deteção em cada poço. 

5 Incubar 60 minutos a 37C. 

6 Aspirar e lavar 3 vezes com 350 µL do tampão de lavagem. 

7 Adicionar 100 µL do conjugado em cada poço. 

8 Incubar 30 minutos a 37C. 

9 Aspirar e lavar 5 vezes com 350 µL do tampão de lavagem. 

10 Adicionar 90 µL da solução de substrato em cada poço. 

11 Incubar 15 minutos a 37C e protegida da luz. 

12 Adicionar 50 µL da solução STOP em cada poço. 

13 Ler a placa imediatamente a 450 nm. 

 

 

Figura 35. Curva de calibração FSH (A) e Estradiol (B). OD: densidade ótica. 

 

Tabela 19. Valores de melhor ajuste da OD da curva de calibração ao modelo matemático que permitiu 

interpolar os resultados dados experimentais. 

 FSH Estradiol 

Assintota superior 3,867 6,739 

Assintota inferior -0,014 -4,830 

Logaritmo do ponto médio 2,279 0,871 

Declive 1,050 -0,048 

R2 0,999 0,997 
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VII.1.11. Citologia vaginal 

A citologia vaginal é o método mais preciso para avaliar o ciclo hormonal do rato, uma 

vez que a mucosa vaginal é influenciada pelos níveis de estrogénios e de progesterona 

(Byers et al., 2012; Cora et al., 2015). Em situações de hipoestrogenismo, o epitélio 

vaginal é atrófico, composto apenas pelas camadas basal e parabasal. Do ponto de vista 

celular são predominantes os leucócitos, nomeadamente neutrófilos, e as células 

epiteliais nucleares pequenas. Com o aumento dos níveis de estrogénios, surge a 

camada intermédia e superficial. Neste caso, as células nucleares são maiores, com o 

ratio núcleo/citoplasma menor e com uma forma poligonal. Existem também células 

epiteliais queratinizadas, que não têm núcleo visível, são de grandes dimensões e o 

citoplasma é granular e de forma irregular. Na avaliação citológica, as fases do ciclo 

estrus são identificadas pela ausência, presença ou proporção destas células. Na fase 

proestrus há predomínio de células epiteliais nucleadas, que podem aparecer em grupos 

ou individualmente. Ocasionalmente, algumas células queratinizadas podem aparecer 

na amostra. A fase estrus é caracterizada pela presença de células epiteliais escamosas 

queratinizadas. Na fase metestrus existe uma mistura dos vários tipos celulares. Por 

último, na fase diestrus há predomínio de leucócitos (Caligioni, 2009; Cora et al., 2015). 

 

 

Figura 36. Representação esquemática do tipo de células e sua proporção identificáveis na citologia vaginal 

de acordo com a fase do ciclo estrus. Em diestrus há um predomínio de leucócitos (L), no proestrus de células 

epiteliais nucleadas (N) e no estrus de células epiteliais escamosas queratinizadas (Q). Na metestrus é 

possível identificar todas as populações celulares. A figura foi adaptada de Cora et al. (Cora et al., 2015). 

Created with BioRender.com 
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As citologias vaginais foram realizadas diariamente em seis animais, desde o dia da 

ovariectomia (dia -7) até ao final da experiência (21º dia após o transplante). As 

colheitas foram realizadas sensivelmente à mesma hora, a meio do dia. Quando as 

citologias são realizadas muito cedo ou ao final do dia, podem não ser identificadas 

todas as fases do ciclo, devido à variabilidade da sua duração (entre 6 e 72 horas) e ao 

efeito do ritmo circadiano (Cora et al., 2015). As amostras foram recolhidas por 

lavagem vaginal com 200 µL de soro fisiológico. A ponta da micropipeta foi 

gentilmente introduzida no orifício vaginal, a uma profundidade de aproximadamente 

2 a 3 mm, com cuidado para evitar a estimulação cervical. Em seguida, a solução salina 

foi instilada na vagina duas vezes. Após a lavagem, colocou-se a amostra 

uniformemente na lâmina e deixou-se secar ao ar (Cora et al., 2015). O procedimento 

está representado na Figura 37 e pode ser visualizado através do link disponível no 

Anexo II. 

 

 

Figura 37. Fotografias representativas da técnica de realização de citologia vaginal. Com o rato anestesiado 

e em decúbito dorsal foi realizada a colheita de células para a citologia vaginal, através da lavagem com 

solução salina (A). A micropipeta foi introduzida na vagina do animal e a solução salina foi instilada e 

recuperada (B). Após a lavagem, a amostra foi colocada numa lâmina de forma uniforme (C), para 

posterior fixação e coloração de Papanicolau. 

 

As lâminas foram fixadas e transportadas para o Serviço de Anatomia Patológica do 

Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra. Foi realizada a coloração de 

Papanicolau, que é universalmente utilizada em citopatologia. Esta é uma técnica de 
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coloração multicromática que combina um corante nuclear, a hematoxilina, e dois 

citoplasmáticos, o orange G e o EA (do inglês, Eosin Azure). Os corantes oferecem 

melhor detalhe da cromatina e coram o citoplasma com tons de laranja, rosa ou azul, 

dependendo do grau de queratinização (Bancroft & Layton, 2019; Cora et al., 2015). 

O protocolo realizado está descrito na Tabela 20. 

 

Tabela 20. Protocolo de coloração de Papanicolau 

Etapa Composto Nº de passagens Tempo 

Hidratação Água 1 2 min 

Aplicação dos 

corantes 

Hematoxilina de Gill I (Leica Biosystems) 1 5 min 

Água 2 2 min 

Etanol 95% (v/v) 1 2 min 

Orange II (Merck) 1 3 min 

Etanol a 95º (v/v) 2 1 min 

EA50 (Merck) 1 3 min 

Desidratação 
Etanol 95% (v/v) 1 1 min 

Etanol absoluto 2 1 min 

Diafanização Xilol 2 1 min 

Montagem das lâminas 

 

As lâminas foram observadas no microscópio ótico Nikon Eclipse E600 (Nikon Europe 

BV), a uma ampliação total de 200. As imagens do tecido foram adquiridas com a 

câmara Moticam 5 com o auxílio do software Motic Images Plus 3.0. A classificação das 

fases do ciclo estrus foram realizadas por dois observadores independentes, 

desconhecedores da identificação das lâminas. Em situações de discordância, a lâmina 

foi reavaliada em conjunto. 

 

VII.1.12. Análise estatística 

O programa SPSS versão 22.0 (IBM) foi utilizado para a análise estatística. A 

distribuição normal foi avaliada para comparar os grupos de estudo. As variáveis com 

distribuição normal foram comparadas por meio do teste t de Student e aquelas cuja 
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distribuição não era normal foram avaliadas por meio do teste de Mann-Whitney. Para 

a comparação entre os grupos no microarray, aplicou-se o teste de Benjamini-Hochberg. 

Foi construído um heatmap dos genes estudados nos diferentes tempos/condições 

recorrendo ao programa da Thermo Fisher ConnectTM tendo por base a correlação de Pearson 

e com o método de clustering avarage link. Foi considerado estatisticamente significativo 

um valor de p inferior a 0,05. Os resultados são expressos como média±SEM. A 

potência estatística foi calculada com recurso ao software G.Power. 

 

VII.2. Resultados 

 

VII.2.1. Estudo in vitro  

O estudo in vitro pressupôs a avaliação do tecido imediatamente após a descongelação 

e após 4 e 48 horas de cultura. A avaliação histológica do tecido ovárico, submetido a 

cultura por 48 horas, mostrou o tecido degradado como é possível verificar nas 

fotografias da Figura 38.  

No estroma foi visível a presença de edema intersticial e de necrose, com células 

picnóticas e em baixa densidade. Nos folículos constatou-se que as células da granulosa 

também se encontravam picnóticas, desorganizadas e separadas do ovócito e da 

membrana basal do folículo, existindo sinais de degeneração do ovócito. Estas 

alterações foram comuns a todos os hemiovários mantidos em cultura durante 48 

horas. Assim, este grupo foi excluído do estudo. 
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Figura 38. Fotografias representativas do tecido ovárico corado com hematoxilina-eosina. O tecido foi 

avaliado imediatamente após a descongelação (A) e após 4 (B) e 48 horas de cultura (C). A ampliação é 

de 200 e a barra de escala é de 100 µm. 

 

VII.2.1.1. Estimulação da angiogénese com VEGF, FGF e hMG 

A cultura de tecido ovárico condicionou um aumento da densidade vascular, sem 

diferenças entre os tipos de suplementação, como está representado no gráfico A da 

Figura 39. A densidade vascular imediatamente após a criopreservação foi de 

15,305±1,767 vasos/mm2 e após cultura sem suplementação foi de 27,741±1,8713 

vasos/mm2 (p=0,001). No caso da suplementação com VEGF e com FGF foi de 

25,407±2,568 vasos/mm2 (p=0,009), com hMG isoladamente foi de 24,106±2,209 

vasos/mm2 (p=0,011) e com a suplementação tripla foi de 28,442±2,771 vasos/mm2 

(p=0,004). No que diz respeito à área vascular não se verificaram diferenças 

significativas, como apresentado na Figura 39.B. 

C D 
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Figura 39. Densidade e área vascular do tecido ovárico após criopreservação submetido a cultura com 

VEGF, FGF e hMG. A avaliação vascular foi realizada por imunohistoquímica com marcação anti-FVIII. 

Todas as comparações foram realizadas em relação ao tecido avaliado imediatamente após 

criopreservação. Os resultados da densidade vascular (A) e área vascular (B) são apresentados na forma 

de média±SEM. A significância estatística está representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. Os 

asteriscos (*) junto à legenda representam diferenças significativas entre a cultura e o tecido avaliado 

imediatamente após descongelação. 

 

A concordância interobservador para as duas metodologias de quantificação da 

vascularização do tecido foi avaliada e classificada de acordo com o intraclass correlation 

coefficient (ICC). A concordância foi considerada fraca para ICC no intervalo de 0,4 a 

0,6; moderada para ICC no intervalo de 0,6 a 0,8; forte para ICC no intervalo de 0,8 

a 0,9; e muito forte para ICC superior 0,9 mas inferior a 1. Verificou-se que a 

densidade vascular quantificada pelo número de vasos por unidade de superfície em 

mm2, tem uma concordância moderada (ICC=0,648, p<0,001), com maior dispersão 

entre os valores mais elevados, como pode ser observado na Figura 40.A. Para a 

avaliação da área vascular, a concordância foi moderada a forte (ICC=0,780, 

p<0,001), com menor dispersão geral. Porém, também se verificou maior desvio nos 

valores mais elevados, como pode ser observado na Figura 40. O método B, além de 

tecnicamente ser mais simples, é mais reprodutível e independente do observador. Por 

este motivo, no estudo in vivo foi apenas realizada a quantificação da área vascular 

(método B). 

 



CAPÍTULO VII 

 

179 

 
Figura 40. Dispersão da avaliação vascular entre os dois investigadores. São apresentados os resultados 

para a densidade vascular (A) e área vascular (B). A reta representada é a 𝑦 = 𝑥, de forma que os 

pontos/marcas que ficam sobre a mesma indicam que os valores dos dois investigadores são iguais entre 

si. 

 

Da avaliação da expressão génica por array, não foi possível identificar diferenças 

estatisticamente significativas entre os diferentes tipos de cultura. O score de dispersão 

foi 0,811 após a cultura com suplementação com VEGF e com FGF, 0,464 após cultura 

com suplementação apenas com hMG e 0,572 após cultura com a suplementação 

tripla. O painel de expressão génica está representado na Figura 41.  

No entanto, verificaram-se alterações nos tecidos submetidos a cultura em relação ao 

tecido avaliado imediatamente após a criopreservação. O painel de expressão génica 

está representado na Figura 42. O score de dispersão foi 0,486 após a cultura sem 

suplementação, 0,624 com VEGF e com FGF, 0,708 com hMG isolada e 0,854 com a 

suplementação tripla.  

O heatmap com a expressão de cada gene, em cada amostra, está representado na Figura 

43. Observa-se que existem alguns genes (linhas iniciais, do Figf ao Ctgf) que se 

encontraram sobre-expressos nos tecidos avaliados imediatamente após a 

descongelação e que se tornaram subexpressos com a suplementação isolada com hMG 

e a associação de VEGF com FGF, mas menos com a suplementação tripla. Para outro 

conjunto de genes (linhas finais, do Nos3 ao Col4a3) observou-se uma tendência 

inversa, isto é, inicialmente encontraram-se subexpressos tornando-se sobre-expressos 



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

180 

nas condições estudadas. Os restantes genes apresentaram pouca alteração na sua 

expressão. 

 

 

Figura 41. Comparação entre o painel de expressão génica no tecido ovárico mantido em cultura sem 

suplementação e com VEGF, FGF e hMG. A expressão génica do grupo de cultura sem suplementação 

(Grupo 1, eixos do y) foi comparada com o tecido ovárico mantido em cultura com VEGF e FGF (Grupo 

2, A), hMG (Grupo 3, B) ou a suplementação tripla (Grupo 4, C) (eixos do x). Cada ponto representa um 

gene diferente. 
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Figura 42. Comparação entre o painel de expressão génica no tecido ovárico avaliado imediatamente após 

criopreservação comparativamente com a cultura com e sem suplementação. A expressão génica do grupo 

de tecido avaliado imediatamente após criopreservação (Grupo 1, eixos dos y) foi comparada com o tecido 

ovárico mantido em cultura sem fatores (Grupo 1, A), com VEGF e FGF (Grupo 2, B), hMG (Grupo 3, 

C) ou a suplementação tripla (Grupo 4, D) (eixos dos x). Cada ponto representa um gene diferente. 
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Figura 43. Heatmap com o padrão de expressão no tecido ovárico de genes envolvidos na angiogénese. Nas 

colunas encontram-se representadas as diferentes amostras de cada grupo e nas linhas os vários genes 

avaliados. A escala de cores representa a verde os genes sobre expressos e a vermelho os genes subexpressos.  
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Na avaliação mais detalhada da expressão génica e através da análise dos gráficos 

Volcano apresentados na Figura 44, verificou-se que com a suplementação com VEGF 

e com FGF houve diminuição da expressão de Figf e aumento da expressão da Col18a1 

(p=0,026 para ambos). A administração de hMG isoladamente aumentou a expressão 

de Egf (p=0,032) e Fgfr-3 (p=0,024). Com a suplementação tripla, o aumento da 

expressão de Egf persiste (p=0,03). 

Tendo em conta estes resultados foram selecionados os genes referidos na Tabela 15 

para avaliação quantitativa. Os resultados da qPCR estão representados na Figura 45. 

Verificou-se que nos tecidos submetidos a cultura sem suplementação, houve um 

aumento da expressão de Col4a3 (p<0,001), de Col18a1 (p=0,04), de Egf (p=0,02) e 

de Tie1 (p=0,02), bem como uma tendência para aumento da expressão de Epas1 e de 

Fgfr-3 (p=0,05, em ambos). Os tecidos mantidos em cultura com suplementação com 

VEGF e com FGF apresentaram níveis mais elevados de expressão de Col4a3 que os 

tecidos avaliados imediatamente após criopreservação (p=0,02), mas menores nos 

tecidos submetidos a cultura sem suplementação (p=0,01). No grupo de cultura com 

suplementação com VEGF e com FGF, verificou-se ainda uma tendência (p=0,05) 

para níveis mais elevados de expressão de Egf e de Epas1 e mais reduzidos de expressão 

de Figf e de Kdr comparativamente com os tecidos avaliados imediatamente após 

criopreservação. A expressão de Figf nos tecidos submetidos a cultura com 

suplementação com VEGF e com FGF, encontrou-se diminuída não só quando 

comparado com os tecidos avaliados imediatamente após criopreservação como com 

os tecidos submetidos a cultura sem suplementação e com suplementação com hMG 

(p=0,05). Os tecidos ováricos mantidos em cultura com suplementação com hMG 

também mostraram maiores níveis de expressão de Col4a3 do que os tecidos avaliados 

imediatamente após criopreservação (p=0,03). O mesmo se verificou nos tecidos 

submetidos a cultura com a suplementação tripla com hMG, VEGF e FGF (p=0,03), 

bem como um aumento nos níveis de expressão de Tie1 (p<0,001). Neste grupo, a 

expressão de Figf diminuiu comparativamente com o grupo de cultura sem 

suplementação (p=0,02).  

Por último, quando se comparam os resultados do array com a qPCR, apenas se 

confirmou a menor expressão de Figf no grupo de cultura com suplementação com 
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VEGF e com FGF e maior expressão de Egf com suplementação tripla, ambos em 

comparação com o tecido avaliado imediatamente após a criopreservação.  

 

 

Figura 44. Gráficos Volcano da comparação do tecido avaliado imediatamente após descongelação com o 

tecido mantido em cultura com suplementação do meio. Os resultados são apresentados em log2(fold-

change) versus −log10(valor p corrigido). O gráfico A é da comparação com o tecido mantido em cultura 

com suplementação com VEGF e com FGF (Grupo 2), o B com hMG (Grupo 3) e o C com a 

suplementação tripla (Grupo 4). A linha tracejada vermelha representa o fold change e a linha tracejada 

cinzenta delimita a significância estatística (p = 0,05). A vermelho estão representados os genes com 

expressão aumentada, a verde com expressão diminuída e a cinzento aqueles que não apresentam 

diferenças. 
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Figura 45. Expressão génica no tecido avaliado imediatamente após a criopreservação e após cultura com 

e sem suplementação do meio. Os resultados dos ΔCt para cada gene Col4a3 (A), Col18a1 (B), Egf (C), 

Epas1 (D), Fgfr-3 (E), Figf (F), Hif1α (G), Kdr (H), e Tie1 (I) são apresentados na forma de média±SEM. 

A significância estatística está representada com * para p<0,05, *** para p<,001 e # para p=0,05. 
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Os níveis de angiopoietina-2 no meio de cultura foram avaliados pela técnica de 

ELISA. Os grupos com suplementação do meio com hMG isolada ou em associação 

com VEGF e FGF apresentaram menor quantidade de angiopoietina-2 

comparativamente com os restantes grupos, como se pode observar na Figura 46.  

 

 

Figura 46. Angiopoietina-2 no sobrenadante do tecido mantido em cultura com ou sem suplementação. 

Os resultados são apresentados em pg/mL, na forma de média±SEM. A significância estatística está 

representada com * para p<0,05. 

 

VII.2.1.2. Efeito da suplementação com VEGF, FGF e hMG nos 

folículos 

A densidade de folículos normais manteve-se sem alterações significativas em relação 

ao tecido avaliado imediatamente após criopreservação, como representado na Figura 

47.A. Quando comparados os grupos após a cultura, a densidade folicular nos tecidos 

submetidos a cultura com a suplementação com hMG isoladamente (1,156±0,257 

folículos/mm2, p=0,033) ou em associação com VEGF e FGF (1,303±0,204 

folículos/mm2, p=0,045) foi menor que no grupo de tecido mantido em cultura sem 

suplementação (2,123±0,293 folículos/mm2), como se pode verificar na Figura 47.B.  
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Figura 47. Densidade de folículos morfologicamente normais no tecido ovárico após criopreservação 

submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. São apresentados os resultados relativamente ao tecido 

avaliados imediatamente após a criopreservação (A), bem como a comparação entre grupos após cultura 

(B). Os resultados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada 

com * para p<0,05. 

 

O Bmp15 e o Gdf9 são genes envolvidos na foliculogénese, que apresentaram 

diminuição da expressão quando comparados os tecidos avaliados imediatamente após 

a descongelação com os tecidos submetidos a cultura sem suplementação (Bmp15, 

p=0,02, Figura 48.A; Gdf9, p=0,03, Figura 48.B) e com VEGF e com FGF (Bmp15, 

p=0,006, Figura 48.A; Gdf9, p=0,03, Figura 48.B). Não houve diferenças na expressão 

destes genes entre os restantes grupos. 

Através da avaliação dos folículos por estádio de desenvolvimento, a densidade de 

folículos primordiais nos grupos de cultura com suplementação com hMG 

isoladamente (0,329±0,106 folículos/mm2, p=0,015) ou em associação com o VEGF 

e FGF (0,260±0,2054 folículos/mm2, p=0,004) foi menor que no tecido avaliado 

imediatamente após a criopreservação (1,285±0,474 folículos/mm2), como 

apresentado na Figura 49.A. Não houve diferenças na densidade de folículos primários 

e secundários (Figura 49.C e E).  

Na avaliação da percentagem folicular, constatou-se uma diminuição dos folículos 

primordiais, em todos os grupos comparativamente com o tecido avaliado 

imediatamente após a criopreservação, como representado na Figura 49.B. A 

percentagem de folículos primordiais verificada imediatamente após a criopreservação 

foi de 51,208±7,062% e após cultura sem suplementação foi de 23,129±5,428% 
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(p=0,009), com suplementação com VEGF e com FGF foi de 12,875±3,780% 

(p=0,002), com hMG isoladamente foi de 24,872±4,024% (p=0,012) e com a 

associação dos três foi de 20,848±3,511% (p=0,006). Verificou-se ainda um aumento 

da percentagem de folículos secundários nos grupos de cultura sem suplementação 

(46,924±4,619%, p=0,041) e com suplementação apenas com hMG 

(52,488±6,180%, p=0,022) comparativamente com o tecido avaliado imediatamente 

após criopreservação (30,792±5,098%) como apresentado na Figura 49.F. Não se 

verificaram diferenças na percentagem de folículos primários. 

Na comparação entre grupos após cultura, a diminuição da densidade folicular global 

verificada nos grupos com suplementação com hMG (Figura 47.B) foi devida à 

diminuição de folículos primários nestes grupos. Os tecidos mantidos em cultura com 

hMG isoladamente (0,233±0,047 folículos/mm2, p=0,009) e em associação com 

VEGF e FGF (0,329±0,033 folículos/mm2, p=0,043) apresentaram menor densidade 

de folículos primários que o grupo de cultura sem suplementação (0,658±0,123 

folículos/mm2), como apresentado na Figura 50.C. Não se verificaram diferenças na 

densidade de folículos primordiais (Figura 50.A) e secundários (Figura 50.E), nem na 

percentagem de todas as classes foliculares (Figura 50.B, D e F). 

 

 

Figura 48. Expressão de Bmp15 e Gdf9 no tecido ovárico avaliado imediatamente após criopreservação e 

comparado com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. São apresentados o ΔCt do Bmp15 

(A) e do Gdf9 (B). Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está 

representada com * para p<0,05, ** para p<0,01 e # para p=0,05. Os asteriscos (*) junto à legenda 

representam diferenças significativas entre a cultura e o tecido avaliado imediatamente após 

descongelação. 
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Figura 49. Folículos por estádio de desenvolvimento no tecido ovárico avaliado imediatamente após 

criopreservação e comparado com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. São apresentados 

os resultados em densidade (A, C, E) e percentagem folicular (B, D, F) para os folículos primordiais (A, 

B), primários (C, D) e secundários (E, F). Todas as comparações foram realizadas em relação ao tecido 

avaliado imediatamente após criopreservação. Os dados são apresentados na forma de média ± SEM. A 

significância estatística está representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. Os asteriscos (*) junto à 

legenda representam diferenças significativas entre a cultura e o tecido avaliado imediatamente após 

descongelação. 
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Figura 50. Folículos por estádio de desenvolvimento no tecido ovárico submetido a cultura na ausência e 

na presença de VEGF, FGF e hMG. São apresentados os resultados em densidade (A, C, E) e percentagem 

folicular (B, D, F) para os folículos primordiais (A, B), primários (C, D) e secundários (E, F). Os dados 

são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * para 

p<0,05 e ** para p<0,01. 

 

No que diz respeito à quantidade de folículos atrésicos avaliados por área de superfície 

(densidade, Figura 51.A) e em percentagem (Figura 51.B), não se verificaram 

diferenças entre os grupos.  
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Figura 51. Folículos atrésicos no tecido ovárico avaliado imediatamente após criopreservação e comparado 

com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. Todas as comparações foram realizadas em 

relação ao tecido avaliado imediatamente após criopreservação. Os resultados em densidade (A) e 

percentagem folicular (B) são apresentados na forma de média±SEM.  

 

A proliferação no tecido ovárico foi avaliada pela expressão de Ki67. Observou-se uma 

diminuição dos folículos em proliferação no grupo mantido em cultura sem 

suplementação e tratado com a associação de VEGF e FGF em relação ao grupo de 

tecido ovárico avaliado imediatamente após criopreservação, como apresentado na 

Figura 52.A. A suplementação com hMG, isoladamente ou em associação com VEGF 

e com FGF, condicionou uma percentagem significativamente superior de folículos em 

proliferação comparativamente com a suplementação apenas com VEGF e com FGF 

(VF=6,811±5,896% versus H=77,536±8,853%, p=0,004, e 

VF+H=80,714±4,959%, p=0,004). Estes resultados são apresentados na Figura 

52.B. 

Na análise da proliferação folicular, por estádio de desenvolvimento, não se verificaram 

diferenças na percentagem de folículos primordiais entre os grupos de cultura. A 

percentagem de folículos primários aumentou no grupo com a suplementação tripla 

comparativamente com o grupo com suplementação apenas com VEGF e com FGF 

(p=0,016). A suplementação com hMG isoladamente ou em associação tripla também 

aumentou a percentagem de folículos secundários (p<0,01). Estes resultados podem 

ser observados na Tabela 21. 
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Figura 52. Proliferação nos folículos no tecido ovárico avaliado imediatamente após criopreservação e 

comparado com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. A proliferação foi quantificada 

tendo em conta o número de folículos com marcação positiva para Ki67 no número total de folículos. São 

apresentados os resultados relativamente ao tecido avaliados imediatamente após a criopreservação (A), 

bem como a comparação entre grupos após cultura (B). Os dados são apresentados na forma de 

média±SEM. A significância estatística está representada com ** para p<0,01. Os asteriscos (*) junto à 

legenda representam diferenças significativas entre a cultura e o tecido avaliado imediatamente após 

descongelação (A), enquanto os asteriscos (*) entre grupos representam diferenças entre grupos de 

tratamento após cultura (B). 

 

Tabela 21. Percentagem de folículos em proliferação por estádio de desenvolvimento. Os dados são 

apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com a para diferenças 

relativamente ao grupo de tecido avaliado imediatamente após criopreservação, b para diferenças 

relativamente ao grupo de tecido submetido a cultura sem suplementação e c para diferenças relativamente 

ao grupo de cultura com suplementação com VEGF e com FGF. 

 VF H Folículos primordiais Folículos primários Folículos secundários 

0h - - 88,214 ± 4,966 86,667 ± 8,165 100 

4h 

- - 26,667 ± 26,667 66,667 ± 33,333 64,815 ± 32,447 a 

+ - 0 a 9,091 ± 9,091 a 31,250 ± 31,250 a 

- + 25 ± 25 47,619 ± 21,028 a 100 b,c 

+ + 35 ± 17,078 a 67,917 ± 16,310 c 100 b,c 

 

No que diz respeito à apoptose, não se verificam diferenças a nível dos folículos, quer 

na avaliação global representada na Figura 53, quer na avaliação por estádio de 

desenvolvimento apresentada na Tabela 22. 
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Figura 53. Apoptose nos folículos no tecido ovárico avaliado imediatamente após criopreservação e 

comparado com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. A apoptose foi quantificada tendo 

em conta o número de folículos com marcação positiva para caspase 3 no número total de folículos. Todas 

as comparações foram realizadas em relação ao tecido avaliado imediatamente após criopreservação. Os 

dados são apresentados na forma de média±SEM.  

 

Tabela 22. Percentagem de folículos em apoptose por estádio de desenvolvimento. Os dados são 

apresentados na forma de média±SEM.  

 VF H Folículos primordiais Folículos primários Folículos secundários 

0h - - 0 33,33 ± 13,94 45,71 ± 22,77 

4h 

- - 12,50 ± 12,50 14,16 ± 9,46 78,85 ± 12,31 

+ - 0 30,56 ± 16,89 49,61 ± 27,33 

- + 0 6,25 ± 6,25 57,22 ± 14,10 

+ + 0 0 81,68 ± 7, 51 

 

VII.2.1.3. Efeito da suplementação com VEGF, FGF e hMG no 

estroma ovárico 

A nível do estroma, não se verificaram diferenças na proliferação celular no grupo de 

suplementação tripla comparativamente com o tecido avaliado imediatamente após a 

criopreservação. Nos restantes grupos de cultura houve uma diminuição da 

proliferação celular comparativamente com o tecido avaliado imediatamente após a 

criopreservação, conforme pode ser constatado na Figura 54.A. Na análise da cultura 

representada na Figura 54.B., o mesmo grupo cujo tecido foi submetido a 

suplementação tripla teve maior percentagem de proliferação (1,740±0,426%) 

comparativamente ao grupo de cultura sem suplementação (0,2645±0,146%, 
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p=0,008) e com VEGF e com FGF (0,160±0,117%, p=0,009). 

No que diz respeito à apoptose, verificou-se uma diminuição da apoptose em todos os 

grupos comparativamente ao tecido avaliado imediatamente após criopreservação, 

como representado na Figura 55.A. Após a cultura, o grupo de suplementação tripla 

apresentou maior percentagem de apoptose no estroma comparativamente a 

suplementação isolada com hMG (0,643±0,071% versus 0,258±0,110%, p=0,015). 

Como apresentado na Figura 55.B, a percentagem de apoptose no tecido após cultura 

é residual. 

 

 

Figura 54. Proliferação no estroma ovárico avaliado imediatamente após criopreservação e comparado 

com o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. A proliferação foi quantificada tendo em 

conta a área de marcação positiva para Ki67. São apresentados os resultados relativamente ao tecido 

avaliados imediatamente após a criopreservação (A), bem como a comparação entre grupos após cultura 

(B). Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada 

com * para p<0,05 e ** para p<0,01. Os asteriscos (*) junto à legenda representam diferenças 

significativas entre a cultura e o tecido avaliado imediatamente após descongelação (A), enquanto os 

asteriscos (*) entre grupos representam diferenças entre grupos de tratamento após cultura (B). 
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Figura 55. Apoptose no estroma ovárico avaliada imediatamente após criopreservação e comparado com 

o tecido submetido a cultura com VEGF, FGF e hMG. A apoptose foi quantificada tendo em conta a área 

com marcação positiva para caspase 3. Todas as comparações foram realizadas em relação ao tecido 

avaliado imediatamente após criopreservação. Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A 

significância estatística está representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. Os asteriscos (*) junto à 

legenda representam diferenças significativas entre a cultura e o tecido avaliado imediatamente após 

descongelação (A), enquanto os asteriscos (*) entre grupos representam diferenças entre grupos de 

tratamento após cultura (B). 

 

Em síntese, a suplementação em cultura do tecido ovárico após criopreservação alterou 

a expressão de genes relacionados com a angiogénese como o Col4a3, o Col18a1, o Egf, 

o Epas1, o FgFr-3, o Figf, o Kdr e o Tie1, bem como da angiopoietina-2. A 

suplementação com hMG, isoladamente ou em associação a VEGF e a FGF, foi o que 

apresentou melhores resultados, uma vez que não condicionou a alteração da expressão 

dos genes relacionados com a foliculogénese (Gdf9 e Bmp15) e se associou a uma maior 

proliferação no tecido, de forma mais aproximada ao tecido avaliado imediatamente 

após a criopreservação. Do ponto de vista folicular, houve uma diminuição da 

densidade folicular nestes grupos, à custa da diminuição dos folículos primários e com 

preservação dos folículos primordiais.  

 

VII.2.2. Estudo in vivo 

Com base nos resultados do estudo in vitro e da utilização de uma matriz de alginato 

descrita no capítulo V, realizou-se o estudo in vivo, no qual se investigou o transplante 



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

196 

de tecido ovárico após suplementação com hMG isoladamente ou em associação com 

o VEGF e o FGF. 

 

VII.2.2.1. Estímulo angiogénico no enxerto com VEGF, FGF e 

hMG 

No que diz respeito à avaliação vascular, verificou-se que após 7 dias de transplante 

não há diferenças entre os grupos. Contudo, com o prolongamento da permanência do 

transplante até 21 dias, a suplementação tripla determinou um aumento da área 

vascular (cerca do dobro) comparativamente à suplementação apenas com hMG 

(1,293±0,133% versus 0,757±0,123%, p=0,007, potência (1-β)=100%). Além disso, 

no grupo de suplementação isolada com hMG, verificou-se um decréscimo para metade 

da área vascular dos 7 para os 21 dias após o transplante (1,634±0,237 versus 

0,757±0,123%, p=0,002). Estes resultados são apresentados na Figura 56. 

 

 

Figura 56. Área vascular no enxerto de tecido ovárico após o transplante. A avaliação vascular foi realizada 

por imunohistoquímica com a marcação anti-FVIII. São comparados os resultados entre o tecido 

suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são 

apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com ** para p<0,01. 

 

Do ponto de vista da expressão génica, não houve diferenças entre grupos nos dois 
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momentos de avaliação dos enxertos, como é possível constatar pelos gráficos da Figura 

57. No grupo de suplementação isolada com hMG verificou-se um aumento da 

expressão de Egf (p=0,01), de Epas1 (p=0,02) e de Tie1 (p<0,001) do 7º para o 21º 

dia pós- transplante. No grupo de suplementação tripla aumentou a expressão de 

Col4a3 (p=0,03), de Fgfr-3 (p=0,03) e de Hif1α (p=0,009) durante o período do 

transplante.  

 

 

Figura 57. Expressão génica no tecido avaliado imediatamente após a criopreservação e após cultura com 

e sem suplementação do meio. Os resultados são apresentados os ΔCt para cada gene: Col4a3 (A), Col18a1 

(B), Egf (C), Epas1 (D), Fgfr-3 (E), Figf (F), Hif1α (G), Kdr (H), e Tie1 (I). São comparados os resultados 

entre o tecido suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). 

Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * 

para p<0,05, ** para p<0,01, *** para p<0,001 e # para p=0,05. 
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VII.2.2.2. Avaliação do enxerto de tecido ovárico 

Na avaliação macroscópica dos enxertos não se verificaram diferenças entre grupos. Ao 

longo do período experimental verificou-se que uma percentagem semelhante de 

enxertos foi reabsorvida (18% no grupo de cultura com suplementação com hMG 

isoladamente e 20% no grupo com a suplementação tripla, p>0,05). Através da 

avaliação histológica foi quantificada a área do enxerto e não se verificaram diferenças 

entre os grupos, como representado na Figura 58. 

 

 

Figura 58. Área do enxerto de tecido ovárico após o transplante. São comparados os resultados entre o 

tecido suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os 

dados são apresentados na forma de média±SEM.  

 

VII.2.2.3. Efeito do tratamento nos folículos 

No que diz respeito à avaliação folicular apresentada na Figura 59, também não se 

verificaram diferenças entre os grupos de tratamento. Ao comparar os enxertos aos 7 

e 21 dias, constatou-se que no tecido suplementado apenas com hMG houve aumento 

da densidade folicular (0,295±0,082 versus 1,100±0,433 folículos/mm2, p=0,019).  

O aumento dos folículos no grupo com suplementação apenas com hMG ocorreu à 

custa de uma maior densidade de folículos primordiais e secundários após 21 dias 

comparativamente com os 7 dias após transplante (0,165±0,037 versus 0,326±0,094 
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folículos primordiais/mm2, p=0,043; 0,009±0,009 versus 0,143±0,043 folículos 

secundários/mm2, p=0,01). Do ponto de vista de avaliação da percentagem de 

folículos por estádios de desenvolvimento, apenas se verificou um aumento na 

percentagem de folículos secundários também no grupo de tecido mantido em cultura 

com hMG e pela comparação dos 7 e dos 21 dias após transplante (3,333±3,333 versus 

25,298±7,737%, p=0,022). A análise dos folículos por estádio de desenvolvimento 

está representada na Figura 60. 

No que diz respeito à proliferação e à presença de sinais de apoptose nos folículos, 

também não se verificaram diferenças entre os grupos de tratamento. Dos 7 para os 

21 dias após transplante, houve um aumento da proliferação (41,667±8,333 versus 

92,187±5,480%, p=0,009) e diminuição da apoptose nos folículos (94,444±5,556 

versus 71,595±18,208%, p=0,013) do tecido suplementado apenas com hMG, como 

representado na Figura 61.A e B, respetivamente. 

 

 

Figura 59. Densidade de folículos morfologicamente normais no enxerto de tecido ovárico. São 

comparados os resultados entre o tecido suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com 

VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística 

está representada com * para p<0,05. 
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Figura 60. Folículos por estádio de desenvolvimento no enxerto de tecido ovárico. Os resultados são 

apresentados em densidade (A, C, E) e percentagem folicular (B, D, F) para os folículos primordiais (A, 

B), primários (C, D) e secundários (E, F). São comparados os resultados entre o tecido suplementado 

apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são apresentados 

na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com * para p<0,05. 
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Figura 61. Proliferação e apoptose nos folículos no enxerto de tecido ovárico. A proliferação foi avaliada 

pela marcação com KI67 (A) e a apoptose com caspase 3 (B). A marcação foi quantificada tendo em conta 

o quociente em percentagem entre o número de folículos com marcação positiva pelo número total de 

folículos. São comparados os resultados entre o tecido suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em 

associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são apresentados na forma de média±SEM. A 

significância estatística está representada com * para p<0,05 e ** para p<0,01. 

 

VII.2.2.4. Efeito no estroma dos enxertos de tecido ovárico  

Após 7 dias de transplante, os enxertos submetidos à suplementação tripla 

apresentaram menor proliferação nas células do estroma que o grupo no qual se 

utilizou apenas hMG (2,441±0,539 versus 7,330±0,695%, p<0,001). Ao final dos 21 

dias, a proliferação era semelhante nos dois grupos, tendo diminuído 

significativamente no grupo do tratamento apenas com hMG relativamente aos 7 dias 

(7,330±0,695 versus 1,739±0,18 %, p<0,001). Estes resultados são apresentados na 

Figura 62.A. 

A apoptose no estroma foi semelhante entre grupos, com tendência para diminuir no 

tecido submetido à suplementação tripla após os 21 dias de transplante (1,550±0,232 

versus 0,934±0,160%, p=0,05), como é possível verificar na Figura 62.B. 
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Figura 62. Proliferação e apoptose nas células do estroma do enxerto de tecido ovárico. A proliferação foi 

avaliada pela marcação com KI67 (A) e a apoptose com caspase 3 (B). A marcação foi quantificada tendo 

em conta a percentagem de área com marcação positiva. São comparados os resultados entre o tecido 

suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são 

apresentados na forma de média±SEM. A significância estatística está representada com *** para 

p<0,001 e # para p=0,05. 

 

VII.2.2.5. Recuperação da função endócrina com o transplante 

No que diz respeito à avaliação da função endócrina após transplante, foi realizada a 

citologia vaginal para aferir o ciclo estrus. Foram identificadas as diferentes fases do 

ciclo estrus como representado na Figura 63. 

É considerado que os ratos retomam ciclo quando têm uma fase proestrus seguida da 

fase estrus, como representado graficamente na Figura 64.A. Segundo este pressuposto, 

um dos ratos submetidos ao transplante de tecido ovárico previamente criopreservado 

e mantido em cultura com hMG não recuperou a função endócrina (Figura 64.C). O 

outro animal deste grupo teve um ciclo estrus, sendo restabelecido apenas ao 19º dia 

pós-transplante (Figura 64.B). Nos animais submetidos ao transplante de tecido 

ovárico previamente criopreservado e submetido a cultura com suplementação tripla, 

dois ratos não recuperaram ciclo estrus, como é possível verificar na Figura 64.F e H. 

Os outros três ratos retomaram ciclo estrus, após 6, 7 e 14 dias, respetivamente Figura 

64.D, E e G. 
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Figura 63. Imagens representativas das fases do ciclo estrus. É possível identificar a fase proestrus (A) com 

predomínio de células epiteliais nucleadas, a fase estrus (B) com uma grande proporção de células epiteliais 

queratinizadas, a fase metestrus (C) com os vários tipos de células e a fase diestrus (D) maioritariamente 

com leucócitos. A ampliação é de 100 com barra de escala de 50 µm. 

 

Deste modo, o grupo de animais cujo tecido ovárico tinha sido submetido a cultura 

com suplementação tripla esteve tendencialmente menos tempo em fase diestrus e mais 

em estrus, como apresentado na Figura 65. Porém não se verificaram diferenças entre 

grupos, tendo em conta o reduzido número da amostra. 

Adicionalmente, foram realizados doseamentos hormonais, que mostraram níveis 

idênticos de FSH e estradiol nos dois grupos, como apresentado na Figura 66. 

 

A B 

C D 
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Figura 64. Representação gráfica do ciclo estrus no rato fêmea. O ciclo estrus está dividido em 4 fases: 

proestrus (P), estrus (E), metestrus (M) e diestrus (D). A figura A corresponde à representação gráfica do ciclo 

estrus regular. As figuras B e C traduzem o ciclo estrus dos animais do grupo cujo tecido foi suplementado 

em cultura apenas com hMG (Grupo I). Enquanto as figuras D-F são dos animais do grupo cujo tecido 

foi suplementado em cultura apenas com hMG em associação com VEGF e FGF (Grupo II). O dia -7 é o 

dia da ovariectomia, o dia 0 o dia do transplante e o dia 21 o dia em que terminou a experiência. Foi 

registado para cada animal o número de ciclos estrus tendo em conta a presença de uma fase proestrus 

seguida da fase estrus. 

 

 



CAPÍTULO VII 

 

205 

 

Figura 65. Duração das fases do ciclo estrus nos ratos submetidos a transplante de tecido ovárico. São 

apresentados os resultados do número de dias em cada fase do ciclo estrus por grupo de estudo (A), bem 

como a percentagem de tempo em fase diestrus (B). São comparados os resultados entre o tecido 

suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são 

apresentados na forma de média ± SEM. 

 

 

Figura 66. Doseamentos hormonais dos ratos submetidos a transplante de tecido ovárico. Foram 

quantificados o FSH (A) e o estradiol (B) no soro dos animais 21 dias após o transplante de tecido ovárico. 

São comparados os resultados entre o tecido suplementado apenas com hMG (Grupo I) ou em associação 

com VEGF e FGF (Grupo II). Os dados são apresentados na forma de média±SEM. 

 

VII.3. Discussão 

A criopreservação de tecido ovárico é uma técnica de preservação da fertilidade que 

permite, após o transplante de tecido ovárico, recuperar a fertilidade e a função 

endócrina. Porém, o transplante de tecido ovárico é avascular, pelo que existe um 

período de isquemia/reperfusão, até que seja restabelecida a angiogénese. Neste 



ESTIMULAÇÃO DA ANGIOGÉNESE DO TECIDO OVÁRICO 

206 

período há perda folicular, o que compromete a longevidade do transplante e, 

consequentemente, os benefícios do mesmo, nomeadamente na restituição da função 

endócrina, que minimiza as consequências nefastas de uma insuficiência ovárica 

prematura nas mulheres jovens sobreviventes de cancro. Assim, com a estimulação da 

angiogénese no tecido ovárico, pretende-se diminuir a isquemia e a perda folicular.  

O processo de angiogénese é dinâmico e complexo, envolvendo diversas vias de 

sinalização e diversos tipos celulares. Além disso, a criopreservação de tecido ovárico é 

uma técnica utilizada em doentes selecionadas, frequentemente oncológicas, pré-

púberes e nas quais é emergente iniciar tratamentos gonadotóxicos. Esta conjuntura 

torna a investigação na área da estimulação da angiogénese do tecido ovárico 

criopreservado um desafio complexo. Como foi abordado no capítulo III, têm sido 

estudadas diversas estratégias, desde a utilização do VEGF, a outros fatores de 

crescimento, hormonas, agentes antioxidantes, etc. Neste trabalho experimental foi 

avaliado o efeito do VEGF, FGF, e hMG, isoladamente ou em associação. O 

tratamento triplo permitiu melhorar a angiogénese do tecido ovárico após o 

transplante, sem comprometer a viabilidade do enxerto, nomeadamente o seu pool 

folicular.  

No que diz respeito a nível de intervenção, também estão descritas diversas estratégias, 

desde a aplicação do estímulo em diferentes momentos do processo de criopreservação 

ou transplante do tecido, recorrendo à suplementação no meio de congelação, em 

cultura ou à administração por via sistémica. Neste nosso trabalho optou-se por aplicar 

o estímulo após a criopreservação e antes do transplante, com um curto período de 

cultura de 4 horas. Do ponto de vista translacional, este tempo de cultura possibilita 

que o processo de descongelação seja realizado no laboratório e que a cultura ocorra 

durante o transporte para o bloco operatório onde é realizado o transplante. No que 

diz respeito ao processo de angiogénese, este intervalo de tempo foi suficiente para que 

fosse regulada a expressão génica e alterada a síntese proteica, bem como para que se 

inicie o sprouting com a alteração da posição das células endoteliais (Bentley & 

Chakravartula, 2017). Este efeito foi corroborado pelo aumento da densidade vascular 

com a cultura, bem como pela alteração da expressão génica, com sobreexpressão de 

Col4a3, de Col18a1, de Egf, de Epas1, de Fgfr-3 e de Tie1. 
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A cultura durante 48 horas teve como objetivo diferenciar os estímulos angiogénicos 

aplicados. Contudo, os resultados obtidos tornaram evidente a degradação do tecido 

ovárico, objetivada pela análise morfológica. Para a cultura prévia ao transplante foi 

adicionado ao meio de cultura antibiótico em baixa concentração (Amonn et al., 1978; 

Liebenthron et al., 2013) e hMG, pelos resultados observados no estudo in vitro, que 

serão explorados adiante nesta discussão. Foi também utilizada a matriz de alginato, 

desenvolvida e descrita no capítulo V, pelos resultados equivalentes comparativamente 

com o modelo de cultura convencional in vitro e por ser biocompatível (Orive et al., 

2002). A utilização de matrizes no âmbito do transplante de tecido ovárico tem sido 

extensamente descrita, pois permite realizar o co-transplante do tecido com moléculas 

(M. M. Fransolet et al., 2015; J.-M. Gao et al., 2013; J. Gao et al., 2015; Henry et al., 

2015; Labied et al., 2013; Shikanov et al., 2011; Tanaka et al., 2018) ou com células 

(Manavella, Cacciottola, Desmet, et al., 2018; Xia et al., 2015; Y. Zhang et al., 2017). 

Após o transplante, o enxerto foi mantido durante 21 dias, tendo em conta a influência 

do local do transplante e a recuperação da função endócrina. O transplante 

heterotópico a nível subcutâneo, além de ser tecnicamente mais simples e mais 

acessível, é semelhante do ponto de vista folicular às outras localizações, considerando 

a duração do transplante até 21 dias (Dath et al., 2010). A função endócrina mostrou 

ser restabelecida na segunda semana após o transplante, através da análise de citologias 

vaginais, o que é corroborado em estudos de autotransplante de tecido ovárico de 

murganho e de rato (Shikanov et al., 2011; Tavana et al., 2016). A reperfusão do tecido 

ovárico ao fim de 7 dias também foi demonstrada em estudos com rato (Cacciottola et 

al., 2021; Israely et al., 2004; L. Wang et al., 2013).  

No que diz respeito ao estudo da angiogénese, a sua complexidade está interligada com 

o próprio processo que é altamente regulado e que envolve múltiplas vias e 

intervenientes, com o intuito de desenvolver novos vasos a partir de outros 

preexistentes (Logsdon et al., 2014; Yoo & Kwon, 2013). As várias etapas da 

angiogénese podem ser avaliadas e quantificadas individualmente por um grande 

número de bioensaios, cada um com as suas vantagens e limitações. Assim, a 

metodologia mais adequada depende do tecido ou da doença sob investigação (Nowak-

Sliwinska et al., 2018). Para este trabalho e à semelhança dos trabalhos publicados 
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nesta área descritos nas tabelas do capítulo III, foi avaliada a densidade microvascular. 

A densidade microvascular é aferida por imunohistoquímica ou por 

imunofluorescência com marcação das células endoteliais, sendo os anticorpos mais 

frequentemente utilizados contra o CD31 (Cha et al., 2014; J.-M. Gao et al., 2013; J. 

Gao et al., 2015; Henry et al., 2015; Kong et al., 2017; Labied et al., 2013; S. Lee, Cho, 

et al., 2021; Magen et al., 2021; Olesen et al., 2021; Scalercio et al., 2015; Shikanov et 

al., 2011; Shojafar et al., 2018; Soleimani et al., 2011; Souza et al., 2021; Tanaka et al., 

2018; L. Wang et al., 2013; Xia et al., 2015; Youm et al., 2016; Y. Zhang et al., 2017), 

o CD34 (Kang et al., 2016; Manavella, Cacciottola, Desmet, et al., 2018; Manavella, 

Cacciottola, Pommé, et al., 2018; Wu et al., 2010), o αSMA (Henry et al., 2015; Labied 

et al., 2013; Soleimani et al., 2011; Souza et al., 2021) e o fator von Willebrand ou 

FVIII (Damous, Nakamuta, de Carvalho, et al., 2015; Langbeen et al., 2016; S. H. Li 

et al., 2016; Magen et al., 2021).  

Nas diretrizes de consenso para o uso e para a interpretação de ensaios de angiogénese, 

a avaliação da densidade vascular está descrita como uma metodologia robusta, rápida 

e fácil de executar e automatizar, porém com grande variabilidade entre observadores 

(Nowak-Sliwinska et al., 2018). Para minimizar a variabilidade, neste trabalho foi 

realizada a avaliação por dois observadores independentes e ocultos dos grupos de 

estudo, foram selecionadas aleatoriamente cinco regiões de cada fragmento e foi 

avaliada a diferença entre os observadores. Nos vários estudos da área de 

criopreservação de tecido ovárico que incluem a avaliação da angiogénese através da 

densidade vascular estão descritas duas formas de quantificação que foram aplicadas 

no estudo in vitro. A densidade vascular foi aferida pela quantificação do número de 

vasos sanguíneos por área de superfície (Wu et al., 2010) e a área vascular 

correspondeu à percentagem de área marcada (Herraiz et al., 2020). Na avaliação do 

número de vasos sanguíneos por área de superfície consideraram-se como vasos 

individuais aglomerados de células endoteliais marcados com fator VIII, com ou sem 

lúmen nítido. Contudo esta metodologia foi mais subjetiva e a concordância dos 

resultados entre os observadores foi fraca, pelo que para o estudo in vivo foi 

quantificada apenas a área vascular já que apresentou uma concordância forte. 

Na cultura (estudo in vitro) não se verificaram diferenças na vascularização do tecido 
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com os diferentes estímulos. Porém, com o transplante verificou-se um aumento da 

área vascular com a associação de VEGF, de FGF e de hMG. O VEGF é um fator 

central no processo de angiogénese, que intervém na primeira fase do crescimento 

capilar. No tecido ovárico, o VEGF permite o recrutamento de vasos sanguíneos 

funcionais (M. M. Fransolet et al., 2015; Henry et al., 2015; Labied et al., 2013; 

Shikanov et al., 2011; Souza et al., 2021). A associação de VEGF e de FGF mostrou 

ser mais eficaz para a estimulação da angiogénese de tecido ovárico criopreservado do 

que o tratamento com os fatores isoladamente, promovendo uma melhoria da 

sobrevivência dos folículos primordiais e da angiogénese e reduzindo a apoptose 

quando comparados com a utilização dos fatores isoladamente (J. Gao et al., 2015; L. 

Wang et al., 2013; C.-H. Zhang et al., 2016). Neste trabalho não se verificaram 

diferenças entre os vários estímulos no que diz respeito à densidade e à percentagem 

folicular, bem como à proliferação e à presença de apoptose dos folículos, 

nomeadamente dos primordiais. No que diz respeito à apoptose no estroma, os níveis 

foram residuais, inferiores a 1% na cultura e 4% no transplante. O grupo do tratamento 

triplo, em cultura, apresentou maior percentagem de área em apoptose 

comparativamente com a utilização isolada de hMG. Contudo, com o transplante, este 

resultado inverteu-se com uma diminuição da apoptose no estroma, salientando o 

benefício da associação da hMG. 

As gonadotrofinas têm um papel determinante na fisiologia do ovário, pelo que para a 

cultura de tecido ovárico, diversos grupos utilizam a suplementação do meio de cultura 

com FSH, uma vez que foi demostrada a diminuição da atresia folicular (Fabbri et al., 

2009; Gastal et al., 2017; Sanfilippo et al., 2013; Scott et al., 2004; Suzuki et al., 2015; 

Walker et al., 2019). A LH intervém na angiogénese que ocorre fisiologicamente após 

a ovulação, com um aumento do FGF-2 e do HIF1α (Rizov et al., 2017; Robinson et 

al., 2009; Xie et al., 2017). No processo de criopreservação e transplante de tecido 

ovárico, a LH promoveu a sobrevivência com aumento dos folículos viáveis (Zheng et 

al., 2020). A hMG contem FSH e LH em igual proporção. A utilização de hMG, 

através da exposição in vitro do tecido ovárico de murganho, seguida do 

autotransplante a fresco, mostrou melhorar a sobrevivência dos folículos (Y. Y. Wang 

et al., 2012). No nosso trabalho, a suplementação do meio de cultura com hMG 
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permitiu preservar os folículos primordiais no tecido ovárico pós-criopreservação, com 

maiores níveis de proliferação no tecido e sem diferenças nos níveis de apoptose. Além 

da análise histológica, foi também quantificada a expressão de fator de diferenciação 

de crescimento 9 (GDF-9) e a proteína morfogenética óssea 15 (BMP-15). Estes 

fatores são membros da família do TGF-β, que regulam a foliculogénese e a ovulação. 

Ambos são sintetizado pelos ovócitos, sendo o BMP-15 secretado desde o estádio de 

folículo primordial e o GDF-9 desde o estádio de folículo primário (Sanfins et al., 

2018). Os níveis de expressão dos genes que codificam estas proteínas não se 

modificaram nos grupos de tratamento com hMG isolada ou em associação com VEGF 

e FGF relativamente ao tecido avaliado imediatamente após a congelação, sugerindo o 

benefício da associação de hMG. Tendo em conta estes resultados, foi utilizada hMG 

para suplementação do meio de cultura no estudo in vivo.  

Para a estimulação da angiogénese do tecido ovárico, a eficácia da utilização de 

gonadotrofinas isoladamente é controversa. Um estudo com a utilização de hMG 

mostrou melhorar a angiogénese, com um aumento da expressão de VEGF e 

diminuição do tempo de reperfusão para 24 horas (Y. Y. Wang et al., 2012). No nosso 

estudo, a utilização de hMG não alterou a vascularização do tecido após a cultura, 

aferida pela imunomarcação com o FVIII. No que diz respeito à expressão génica, o 

array de angiogénese evidenciou a sobre-expressão de Fgfr-3 e de Egf comparativamente 

com o tecido avaliado imediatamente após criopreservação. Contudo, estes resultados 

não foram confirmados por qPCR. A avaliação quantitativa da expressão génica apenas 

mostrou um aumento da expressão de Col4a3.  

Para estudar a angiogénese, além dos ensaios que permitem identificar os novos vasos 

(Nowak-Sliwinska et al., 2018), vários autores optam por quantificar os diferentes 

intervenientes do processo (Damous, Nakamuta, Saturi de Carvalho, et al., 2015; Detti 

et al., 2018; Hormozi et al., 2015; Kolusari et al., 2018; S. H. Li et al., 2016; Manavella 

et al., 2019; Olesen et al., 2021; Tavana et al., 2016; Wu et al., 2010; Xia et al., 2015; 

H. Yang et al., 2008; Y. Yang et al., 2015). Contudo, são frequentemente estudados 

determinados genes ou proteínas isoladamente, nomeadamente o VEGF. De modo a 

ter uma visão geral da alteração na expressão génica após a cultura com os diferentes 

estímulos e tendo em conta a complexidade deste processo que envolve várias vias de 
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sinalização, foi construído um array de angiogénese. Assim, este é o primeiro estudo 

com uma caracterização detalhada da expressão génica do tecido ovárico submetido à 

estimulação pró-angiogénica.  

Os resultados do array foram validados com a avaliação quantitativa da expressão 

génica por qPCR. Na cultura verificaram-se algumas diferenças entre grupos, em 

especial relativamente aos tecidos mantidos em cultura sem suplementação e ao tecido 

avaliado imediatamente após descongelação. No transplante, a expressão génica foi 

igual entre os dois tratamentos estudados. Contudo, em cada grupo verificaram-se 

diferenças nos dois momentos de avaliação. No caso da suplementação apenas com 

hMG verificou-se um aumento da expressão de Egf, de Epas1 e de Tie1. No grupo de 

tratamento triplo verificou-se um aumento da expressão de Col4a3, de Fgfr-3 e de 

Hif1α.  

O VEGF é um dos fatores mais importantes na regulação da formação de novos vasos, 

desde o desenvolvimento embrionário até à cicatrização de feridas e manutenção da 

homeostase dos vasos no adulto (Cébe-Suarez et al., 2006). Existem diferentes 

isoformas de VEGF, sendo a mais estudada o VEGF-A, que ativa vias de sinalização 

através do recetor 2 do VEGF (VEGFR-2) e regula a morfogénese dos vasos através do 

VEGFR-1 (Cébe-Suarez et al., 2006; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). O VEGF-

B liga-se ao VEGFR-1 e o VEGF-E ao VEGFR-2. O VEGF-C liga-se ao VEGFR-3 e 

fracamente ao VEGFR-2, desempenhando um papel na formação das tip cells e na 

linfangiogénese. O VEGF-D também estimula a linfangiogénese através da ligação ao 

VEGFR-3 (Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). A expressão de Vegf-D (ou Figf) 

mostrou-se reduzida na cultura com o tratamento com VEGF e FGF isoladamente ou 

em associação com a hMG. Nas restantes isoformas do Vegf não se verificaram 

alterações nos níveis de expressão génica. No que diz respeito aos recetores, há uma 

tendência para uma menor expressão do Vegfr-2 (ou Kdr) na cultura com o tratamento 

com VEGF e FGF e não se verificaram diferenças na expressão do Vegfr-1 (ou Flt1). 

O FGF é um dos fatores mais estudados na angiogénese, depois do VEGF, e está 

envolvido na proliferação e na migração das células endoteliais. O FGF-1 e -2 são os 

fatores mais estudados. O FGF-1 ou ácido (aFGF) aumenta a velocidade de migração 
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e diminui a persistência direcional. O FGF-2 ou básico (bFGF) é um dos fatores 

quimiotáticos mais potentes da célula endotelial vascular e tem sido demonstrado o 

seu efeito sinérgico, com o VEGF, na estimulação da angiogénese. Os recetores do FGF 

são recetores tirosina quinase transmembranares que interferem nesta via de 

sinalização. Apenas se verificaram diferenças na expressão de Fgfr-3. Com a cultura 

existe uma tendência para aumentar a expressão, sem diferenças entre grupos. Com o 

transplante houve um aumento da expressão no grupo do tratamento triplo do 7º para 

o 21º dia. No ovário este recetor foi identificado nas células da granulosa, da teca e 

nos ovócitos, sem que se verificassem diferenças durante a foliculogénese (Drummond 

et al., 2007). Os seus níveis foram inversamente relacionados com a viabilidade celular, 

no que diz respeito à proliferação e à presença de apoptose (Price, 2016). Tal relação, 

não se verificou no nosso estudo. 

Além do VEGF e do FGF, o PDGF e o HGF também intervêm na proliferação e na 

migração das células endoteliais (Logsdon et al., 2014). Outros fatores de crescimento 

envolvidos na angiogénese são o TGF, o PGF, o fator de crescimento do tecido 

conjuntivo (CTGF) e o EGF. No nosso estudo, apenas se verificou a alteração da 

expressão do Egf, com um aumento com a cultura relativamente ao tecido avaliado 

após criopreservação, sem diferenças entre grupos. Durante o transplante também se 

verificou o aumento da expressão de Egf no grupo de suplementação com hMG 

isoladamente. O EGF é um polipeptídeo que, mediante a ligação ao seu recetor, ativa 

cascatas de sinalização relacionadas com a proliferação celular, com a angiogénese e 

com a diminuição da apoptose (Pache, 2006).  

Têm sido estudados outros genes que codificam proteínas. A endoglina (ENG) é uma 

glicoproteína de membrana que faz parte da via de sinalização do TGF (Carmeliet & 

Jain, 2011). O ERRB2 codifica um membro da família de recetores do EGF, o recetor 

2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), que intervém na angiogénese 

através do aumento da expressão de VEGF (Kumar & Yarmand-Bagheri, 2001). O 

gene que codifica a alanina aminopeptidade (ANPEP) também mostrou ter ação pró-

angiogénica. A molécula de adesão de plaquetas e células endoteliais 1 (PECAM1) ou 

CD31 é encontrada na superfície de plaquetas, monócitos, neutrófilos e alguns tipos 

de células T, e constitui uma grande parte das junções intercelulares de células 
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endoteliais, pelo que também está envolvida na angiogénese, sendo frequentemente 

utilizada como marcador em imunohistoquímica (DeLisser et al., 1997). No estudo 

que realizámos não se verificaram alterações na expressão de nenhum destes genes. 

A angiogénese pode ser estimulada pela hipoxia que atua por múltiplas vias, incluindo 

a via do óxido nítrico e dos HIFs. Da via do óxido nítrico avaliámos a expressão de 

Nos3 e não se verificaram diferenças. O HIF1α é a subunidade sensível ao oxigénio, 

que é degradada na presença deste. Em situações de hipoxia, o HIF1α permanece 

estável e desloca-se para o núcleo onde regula a expressão dos genes como o VEGF, o 

VEGFR, a angiopoietina-1 e a angiopoietina-2, o Tie2, o PDGF, o FGF e o MCP1 

(Logsdon et al., 2014; Rizov, Andreeva, & Dimova, 2017). A regulação positiva do 

HIF também condiciona um aumento da produção de VEGF (Gabhann et al., 2010). 

Não se verificaram diferenças na expressão de Hif1α na cultura, mas com o transplante 

houve um aumento significativo dos níveis de Hif1α com o estímulo triplo com VGF, 

FGF e hMG. O HIF2 (ou EPAS1) funciona de maneira semelhante ao HIF1, mas as 

duas isoformas têm expressões diferentes nos tecidos e durante a doença (Gabhann et 

al., 2010). No nosso estudo, constatou-se uma tendência para níveis mais elevados de 

Hif2 (ou Epas1) com a cultura, nomeadamente no grupo sem suplementação e apenas 

com hMG comparativamente com o tecido avaliado imediatamente após a 

criopreservação. Com o transplante apenas se verificou o aumento da expressão deste 

gene também no grupo de tratamento com hMG isoladamente. 

As MMP e os TIMP têm uma função importante na regulação da angiogénese, 

nomeadamente na degradação da matriz extracelular, que permitem a migração das 

células endoteliais. Adicionalmente, as MMP têm a capacidade de clivar as isoformas 

do VEGF, interferindo nesta via de sinalização. Os TIMP-1, -2 e -3 são inibidores das 

MMP expressos por células endoteliais, que inibem a angiogénese (Logsdon et al., 

2014; Sang, 1998). O nosso estudo foi o primeiro no qual foram avaliados estes genes 

no tecido ovárico e não se verificaram diferenças na sua expressão. 

As integrinas são recetores que medeiam a adesão à matriz extracelular e que intervêm 

na migração das células endoteliais (Carmeliet & Jain, 2011). As caderinas são 

glicoproteínas transmembranares que medeiam a adesão célula-célula, com 
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dependência de cálcio. A caderina-5 ou VE-caderina é uma das principais caderinas 

das células endoteliais e está localizada preferencialmente nas junções celulares 

(Rahimi & Kazlauskas, 1999). Na cultura não se verificaram diferenças na expressão 

destes genes. 

A matriz extracelular é composta por colagénio, fibronectina e outras proteínas. O 

colagénio tipo IV é o principal componente da membrana basal, fornecendo o suporte 

estrutural para as células epiteliais e endoteliais. Além disso, o colagénio tipo IV 

interage com outros componentes da matriz extracelular, modula o comportamento 

celular e a sua degradação liberta moléculas sinalizadoras bioativas que estão 

envolvidas em diversos processos fisiológicos. A cadeia α3 é libertada pela degradação 

mediada pela MMP9 e denomina-se tumstatina. O colagénio tipo XVIII é um 

proteoglicano constituído por três cadeias α1 e localizado nas membranas basais. A 

endostatina é o fragmento carboxil-terminal do colagénio tipo XVIII. Tanto a 

tumstatina como a endostatina têm uma ação anti-angiogénica (Reese-Petersen et al., 

2019). No nosso estudo, a Col4a3 e a Col18a1 aumentaram com a cultura do tecido 

ovárico, comparativamente com o tecido avaliado imediatamente após a 

criopreservação. Com os diferentes estímulos angiogénicos verificámos alterações 

apenas na Col4a3, com a diminuição da expressão na cultura com a utilização de VEGF 

e de FGF, comparativamente ao tecido mantido em cultura sem suplementação e o 

aumento no transplante com o tratamento triplo do 7º para o 21º dia. 

A via de sinalização da angiopoietina-Tie intervém na estabilidade vascular, sendo a 

interação entre a angiopoietina 1 e 2 complexa e com funções complementares, porém 

contrarreguladoras. A angiopoietina-1 é agonista do Tie2, favorece a estabilidade das 

células endoteliais e condiciona um aumento da maturidade vascular e da densidade 

microvascular induzida por VEGF. Em contraste, a angiopoietina-2 é principalmente 

um antagonista de Tie2, bloqueia a estabilidade vascular induzida pela angiopoietina-

1, facilita a angiogénese mediada por VEGF e sensibiliza as células endoteliais a sinais 

pró-angiogénicos (Papetti & Herman, 2002; Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). 

No entanto, esta proteína também pode funcionar como um agonista parcial e 

estimular a ativação de Tie2 quando a expressão de angiopoietina-1 é baixa ou ausente 

(Secord & Siamakpour-Reihani, 2017). O Tie1 é outro recetor Tie, cujo ligando ainda 
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não foi identificado e que mostrou ser necessário para a integridade e sobrevivência 

das células endoteliais durante a angiogénese (Papetti & Herman, 2002). Desta via 

apenas verificámos alterações na expressão génica de Tie1. Na cultura, o grupo no qual 

não foi realizada suplementação do meio e aquele em que foi realizado o tratamento 

triplo apresentaram maiores níveis de expressão que o tecido avaliado imediatamente 

após a criopreservação. No transplante, verificou-se um aumento da expressão no 

grupo com suplementação do meio com hMG dos 7 para os 21 dias. 

Do ponto de vista de expressão proteica, apenas foi avaliada a angiopoietina no 

sobrenadante do meio de cultura. Os grupos de cultura durante 4 horas com 

suplementação do meio com hMG isolada ou em associação com VEGF e FGF 

apresentaram menor quantidade de angiopoietina-2 comparativamente com os 

restantes grupos. A cultura durante 4 horas parece pouco tempo para se identificarem 

estas diferenças, contudo está descrito que durante a angiogénese em cerca de 4 a 6 

horas há regulação da expressão génica que altera a síntese proteica (Bentley & 

Chakravartula, 2017). Assim, os nossos resultados sugerem que a síntese de 

angiopoietina está diminuída ou poderá ser atrasada, com a adição de gonadotrofinas, 

nomeadamente da hMG. De acordo com a função da angiopoietina-2 no sprouting seria 

expectável o seu incremento, tal como demonstrado em estudos prévios com avaliação 

da expressão génica (Hormozi et al., 2015; Olesen et al., 2021; L. Wang et al., 2016). 

Nestes trabalhos as avaliações foram realizadas pelos menos 2 dias após o transplante. 

Assim, para perceber se a expressão de angiopoietina está diminuída, apenas quando 

foi terminada a cultura, temos guardados os extratos de proteína dos diferentes 

enxertos para posterior avaliação da expressão proteica e confirmação deste resultado.  

O transplante de tecido ovárico é uma técnica promissora para preservação da 

fertilidade, pois permite não só restituir a fertilidade como também a função endócrina 

(Donnez et al., 2013). Neste trabalho, foi confirmada a recuperação da função 

hormonal através das citologias vaginais, mas não se verificaram diferenças nos 

doseamentos hormonais entre grupos de estudo. A avaliação da função endócrina é 

raramente reportada nos estudos existentes nesta área e os resultados são discrepantes. 

Num estudo em que se avaliou o efeito do tratamento com angiopoietina-2 e VEGF 

com xenotransplante heterotópico em murganho de tecido de bovino previamente 
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vitrificado, não se verificaram diferenças na concentração de estradiol ao fim de 7 e de 

28 dias após o transplante entre grupos (Kong et al., 2017). Noutro trabalho com a 

avaliação do efeito do cotransplante heterotópico do tecido ovárico fresco com 

AdMSC constatou-se uma recuperação mais rápida do ciclo estrus com a avaliação 

diária das citologias vaginais e maior concentração de estradiol e progesterona com a 

avaliação sérica ao 28.º dia (Shojafar et al., 2018). A concentração de estradiol também 

foi superior na avaliação ao 28.º dia após o autotransplante heterotópico de tecido 

ovárico fresco em murganho com o tratamento com NAC (Daneshpoya et al., 2017). 

Com a cultura com hMG, previamente ao autotransplante heterotópico de tecido 

ovárico fresco, a recuperação do ciclo estrus é mais rápida do que quando é realizada 

cultura sem esta hormona (Y. Y. Wang et al., 2012). Assim, um dos pontos fortes do 

nosso trabalho foi a avaliação da função endócrina após o transplante de tecido ovárico 

previamente criopreservado, porém como limitações temos o reduzido número de 

animais nos quais foi realizada a citologia e a avaliação da função endócrina em apenas 

um momento. Como perspetivas futuras, pretendemos aumentar o número de casos e 

realizar o transplante ortotópico, de modo a prolongar o transplante permitindo a 

avaliação da sua longevidade e da restituição da fertilidade. 

Em suma, o objetivo principal do trabalho foi alcançado com o aumento da densidade 

vascular, associada a uma caracterização da expressão génica e avaliação da função 

endócrina, com a preservação do tecido no que diz respeito à morfologia, proliferação 

e apoptose. Do ponto de vista folicular, houve preservação dos folículos, 

nomeadamente dos primordiais, em todos os grupos de estudo, quer na cultura, quer 

com o transplante.  

 



 

 

CAPÍTULO VIII. Estimulação da angiogénese com 

exossomas  
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As vesículas extracelulares pequenas (SEVs, do inglês, small extracellular vesicles), 

também designados como exossomas, são vesículas celulares tipicamente com um 

diâmetro de 30 a 150 nm, que contêm múltiplas biomoléculas, tais como miRNAs, 

mRNAs, DNA, proteínas e lípidos. Estas vesículas têm um papel importante na 

comunicação intercelular e modulam funções biológicas como a proliferação e a 

migração celulares, a regeneração dos tecidos e a neovascularização (Doyle & Wang, 

2019; Henriques-Antunes et al., 2019). No campo da ginecologia e medicina da 

reprodução, os exossomas são uma ferramenta emergente para ajudar a entender os 

diferentes mecanismos biológicos relacionados com a foliculogénese, a ovogénese e a 

qualidade embrionária (Machtinger et al., 2021). No entanto, são ainda escassos os 

estudos sobre a utilização destas vesículas. Em estudos in vitro e em modelos animais, 

os exossomas promoveram o desenvolvimento folicular e restabeleceram a fertilidade 

na IOP (Deng et al., 2021; Liao et al., 2021; Liu et al., 2020; Thabet et al., 2020; Z. 

Yang et al., 2019; J. Zhang et al., 2020; S. Zhang et al., 2021). Também foram 

investigados como estratégias terapêuticas na síndrome do ovário poliquístico, na 

endometriose e na síndrome de Asherman (Liao et al., 2021). Na área da preservação 

da fertilidade, não parece haver nenhum trabalho com a aplicação de exossomas com 

vista a melhorar os resultados do transplante de tecido ovárico. 

Assim, o nosso trabalho avalia, pela primeira vez, o efeito in vitro de exossomas na 

cultura de tecido ovárico humano previamente criopreservado. 

 

VIII.1. Materiais e Métodos 

As experiências descritas neste capítulo foram realizadas no Serviço de Medicina da 

Reprodução do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, no Biomaterials and Stem 

Cell-Based Therapeutics Lab da UC-Biotech do Centro de Neurociências e Biologia 

Celular (CNC) da Universidade de Coimbra, e no Instituto de Biofísica do Instituto 

de Biofísica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, respeitando todas 

as disposições legais em vigor. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão 
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de Ética da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (refª CE-143-2016, 

Anexo IV). 

 

VIII.1.1. Desenho experimental 

Neste estudo avaliámos e comparámos o efeito dos exossomas com o da associação de 

VEGF e FGF na estimulação da angiogénese de tecido ovárico humano após 

criopreservação. Assim, foram constituídos 4 grupos, em que o grupo controlo 

correspondeu a tecido ovárico mantido em cultura sem adição de fatores ou vesículas; 

o grupo VF a tecido ovárico mantido em cultura com VEGF na concentração de 100 

ng/mL e bFGF na concentração de 150ng/mL; o grupo Ex1 a tecido ovárico mantido 

em cultura com exossomas na concentração de 1 µg/mL; e o grupo Ex3 a tecido ovárico 

mantido em cultura com exossomas na concentração de 3 µg/mL. O desenho 

experimental deste estudo está representado na Figura 67. 

 

 

Figura 67. Representação esquemática do desenho experimental. Created with BioRender.com. HE, 

hematoxilina-eosina; IHQ, imunohistoquímica; VF, VEGF+FGF; Ex, exossomas. 
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Após a cultura durante 48 horas, os fragmentos de tecido ovárico foram utilizados para 

avaliação histológica e imunohistoquímica e guardados para posterior realização de 

ensaios de proteómica. Tendo em conta os resultados obtidos e com a perspetiva 

translacional discutida no capítulo VII, a cultura foi realizada por um período de 4 

horas para o grupo controlo e Ex3 para a avaliação da internalização dos exossomas 

por imunofluorescência.  

 

VIII.1.2. Tecido ovárico humano 

Nesta experiência foi utilizado tecido ovárico de doentes que realizaram 

criopreservação de tecido ovárico no Centro de Preservação da Fertilidade do Serviço 

de Medicina da Reprodução do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, no 

âmbito da preservação da fertilidade por doença oncológica. Todas as doentes deram 

consentimento informado para a investigação. Foi utilizado tecido ovárico de sete 

mulheres cuja idade e diagnóstico oncológico são referidos na Tabela 23.  

 

Tabela 23. Características clínicas das doentes cujo tecido ovárico foi utilizado para a experiência. 

Código Idade Diagnóstico 

A 22 Osteossarcoma 

B 22 Osteossarcoma 

C 32 Carcinoma do cólon 

D 15 Carcinoma da nasofaringe 

E 23 Osteossarcoma 

F 24 Leucemia/linfoma linfoblástico-B 

G 22 Carcinoma do ovário 

 

Conforme referido, de acordo com o protocolo do Serviço de Medicina de Reprodução 

do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, os tecidos foram criopreservados 

pelo protocolo de congelação lenta, descrito no capítulo V. No dia da experiência o 

tecido ovárico foi descongelado segundo o protocolo descrito também no capítulo V. 

Os fragmentos de tecido ovárico utilizados na prática clínica têm a dimensão média de 

1051 mm. Para minimizar a quantidade de tecido humano utilizada, estes 
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fragmentos foram seccionados para um tamanho compatível com os trabalhos de 

investigação, nomeadamente cerca de 321 mm, designados como “fragmentos de 

tecido ovárico”. Para cada caso foram utilizados dois fragmentos de tecido ovárico por 

grupo de estudo para avaliação histológica e imunohistoquímica, o que perfez um total 

de 14 fragmentos por doente. Para avaliação da internalização foram utilizados dois 

fragmentos do grupo controlo e dois do grupo de tratamento com exossomas na 

concentração de 3 µg/mL. Para o estudo de proteómica foi utilizado tecido ovárico de 

três doentes, tendo sido guardado um fragmento por doente e por grupo de estudo 

(controlo, VF, Ex 1 e Ex3).  

Assim, para esta experiência foram utilizados no total 72 fragmentos de tecido ovárico, 

como descrito na Figura 67. 

 

VIII.1.3. Exossomas 

Os exossomas ou SEV foram fornecidos pelo Biomaterials and Stem Cell-Based 

Therapeutics Lab (Centro de Neurociências e Biologia Celular), após isolamento a partir de 

células do cordão umbilical obtidas mediante consentimento informado assinado e 

aprovado pela Comissão de Ética do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra e 

em conformidade com a Legislação Portuguesa. As amostras de sangue do cordão 

foram armazenadas, transportadas e processadas no referido laboratório. As células 

mononucleares do sangue do cordão umbilical foram isoladas por separação em 

gradiente de densidade e, posteriormente, mantidas em cultura em condições de 

hipoxia (0,5% de O2) durante 18 horas. Os exossomas foram purificados, a partir do 

sobrenadante, por centrifugação diferencial (2000G durante 20 minutos e dois passos 

de centrifugação a 10.000G durante 30 minutos para remoção de detritos celulares e 

de eventuais corpos apoptóticos, seguidos de dois passos de centrifugação a 

100.000G durante 2 horas) (Henriques-Antunes et al., 2019). O pellet foi ressuspenso 

em PBS e armazenado a -80C. Os exossomas foram quantificados com base no seu 

teor de proteína, através do teste de micro BCA, tendo sido utilizadas a uma 

concentração de 274 µg/mL. 
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VIII.1.4. Cultura de tecido ovárico  

Para este trabalho experimental foi realizada cultura 3D com matriz de alginato 

durante 48 horas, a 37°C em ar com 5% de CO2. O meio de cultura foi constituído por 

α-MEM, suplementado com albumina humana na concentração de 10% (Grifols), 

penicilina/estreptomicina na concentração de 1/1000 (15140-122, Gibco, Thermo 

Fisher Scientific Inc.) e hMG na concentração de 0,3 UI/mL (Menopur®, Ferring 

Pharmaceuticals). O scaffold de alginato foi preparado como descrito no capítulo V e VI. 

Nos grupos de tratamento, os fatores de crescimentos e os exossomas foram 

adicionados à matriz de alginato, com VEGF165 na concentração de 100 ng/mL 

(Thermo Fisher Scientific Inc.), bFGF na concentração de 150 ng/mL (Sigma-Aldrich) e 

exossomas na concentração de 1 e 3 µg/mL. No final da cultura, 14 fragmentos de cada 

grupo foram fixados em formaldeído a 4% (Panreac Quimica Sau), para avaliação 

histológica e imunohistoquímica, e três outros de cada grupo foram congelados a -

80C, para posterior realização de ensaios de proteómica. Todos os procedimentos 

foram realizados sob condições estéreis. O meio de cultura foi conservado a -80C para 

avaliação da citotoxicidade.  

Para a avaliação da internalização dos exossomas, a cultura foi mantida durante 4 

horas para os grupos controlo e Ex3, com a mesma composição do meio e condições 

de cultura. Após este tempo, dois fragmentos de tecido ovárico de cada grupo foram 

congelados a -80C, para posterior realização de imunofluorescência. 

 

VIII.1.5. Avaliação histológica e imunohistoquímica 

Os tecidos fixados em formaldeído foram transportados para o Serviço de Anatomia 

Patológica do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra, onde foram incluídos em 

parafina, seccionados seriadamente a cada 5 μm e realizada coloração hematoxilina-

eosina (como descrito no capítulo V). A análise histológica e imunohistoquímica foi 

realizada como descrito nos capítulos V e VI.  
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As fotografias das lâminas foram adquiridas no AxioScan.Z1 (Carl Zeiss), com lente 

Plan-Apochromat 10x/0.8, e com o auxílio do programa ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss 

Microscopy GmbH, 2011). Todas as imagens foram avaliadas com recurso ao software 

Image J, por dois investigadores, alheios às condições em estudo. 

 

VIII.1.6. Avaliação da citotoxicidade  

Para avaliação da citotoxicidade foi realizado o ensaio de citotoxicidade CytoTox96® 

(Promega G1780) descrito no capítulo V. Foi avaliada a densidade ótica (OD) da LDH, 

que é libertada no meio de cultura pelas células danificadas.  

 

VIII.1.7. Avaliação por imunofluorescência 

A imunofluorescência é uma técnica que permite a visualização de vários componentes 

do tecido, através da combinação de anticorpos específicos marcados com fluoróforos 

(Im et al., 2019). Para avaliação da internalização dos exossomas no tecido ovárico 

após 4 horas de cultura foi realizado um ensaio de imunofluorescência com a marcação 

das células endoteliais com CD31. O CD31 ou PECAM-1 é uma glicoproteína 

transmembranar que constitui uma grande parte das junções intercelulares de células 

endoteliais, pelo que é frequentemente utilizado como marcador vascular (DeLisser et 

al., 1997). 

Os exossomas foram marcados com PKH67. Após a cultura o tecido ovárico foi 

congelado a -80C e transportado para o Biomaterials and Stem Cell-Based Therapeutics 

Lab. As amostras congeladas foram montadas com OCT cryomatrix (Thermo Fisher 

Scientific) e as criossecções de 30 µm foram obtidas usando um crióstato Leica CM1950 

e colocadas em lâminas de vidro (Superfrost plus, VWR). As lâminas foram mantidas a 

-80C até à marcação. Os núcleos foram corados com DAPI (2 µg/mL) e as células 

endoteliais com CD31 de acordo com o protocolo descrito na Tabela 24. 
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Tabela 24. Resumo do protocolo de imunofluorescência para CD31. 

 Descrição 

1 Descongelação das lâminas em temperatura ambiente; 

2 Fixação em formaldeído a 4% por 10 minutos; 

3 Lavagem com DPB, três vezes por 10 minutos; 

4 Bloqueio com albumina de soro bovino a 5% em DPBS; 

5 
Incubação durante 1 hora com anti-humano CD31 de murganho (JC/70ª, DAKO; 1:100 em 

1% albumina de soro bovino); 

6 Lavagem com DPBS, três vezes por 10 minutos; 

7 
Incubação durante 1 hora com anticorpo secundário Alexa-fluor 555 cabra anti-ratinho 

(Invitrogen; 1:1000 em 1% albumina de soro bovino); 

8 Lavagem com DPBS, três vezes por 10 minutos; 

9 Montagem das lâminas com meio de montagem fluorescente (Dako). 

 

As imagens foram adquiridas usando um sistema de imagem celular de alta 

sensibilidade e alto rendimento, do inglês super-fast and sensitive wide-field cell imaging 

system (IN Cell 2200, GE Healthcare). 

 

VIII.1.8. Análise estatística 

Os resultados de cada indivíduo foram padronizados ao seu controlo, usando as 

fórmulas apresentadas na Equação 7, tendo em conta a variabilidade interindividual. 

Devido a esta padronização, o resultado do grupo controlo corresponde a um e os 

valores superiores traduzem um aumento na variável analisada e inferiores uma 

redução.  

 

Equação 7. Padronização dos resultados ao controlo por indivíduo. 

 

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑉𝐹 𝑝𝑎𝑑𝑟𝑜𝑛𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 grupo VF

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
 

 

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 d𝑜 grupo Ex1 𝑝𝑎𝑑𝑟𝑜𝑛𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 grupo Ex1

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
 

 

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 d𝑜 grupo Ex3 𝑝𝑎𝑑𝑟𝑜𝑛𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  
𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 grupo Ex3

𝑟𝑒𝑠𝑢𝑙𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜
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Para a análise estatística foi utilizado o programa SPSS versão 22.0 (IBM). A 

normalidade da distribuição foi avaliada para comparar os grupos de estudo. As 

variáveis com distribuição normal foram comparadas por meio do teste t de Student e 

aquelas cuja distribuição não era normal foram avaliadas por meio do teste de Mann-

Whitney. Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p inferior a 0,05. 

Os resultados são expressos como média±SEM. A potência estatística atingida foi 

calculada com recurso ao software G.Power. 

 

VIII.2. Resultados 

 

VIII.2.1. Estímulo angiogénico 

A estimulação da angiogénese no tecido, que se traduz pela marcação das células 

endoteliais com FVIII, pode ser observada nas fotografias da Figura 68.  

No que diz respeito à avaliação vascular, representada na Figura 69, verificou-se que 

com a suplementação com exossomas na concentração mais elevada houve um 

aumento da área vascular para cerca do dobro comparativamente com o grupo de 

tratamento com a associação com VEGF e FGF (1,700±0,262 versus 0,848±0,1667; 

p=0,02; potência (1-β)=71,2%) e com o grupo controlo (p=0,037; potência (1-β)= 

60,8%). 
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Figura 68. Imagens representativas da marcação imunohistoquímica do fator VIII em tecido ovárico 

humano. É possível identificar a marcação das células endoteliais com FVIII em tecido ovárico humano 

imediatamente após a descongelação (A), bem como a diferença na área marcada no grupo controlo após 

48 horas de cultura (B) e de acordo com o tratamento in vitro com VEGF e FGF (C) e exossomas na 

concentração de 1 (D) e 3 µg/mL (E). A ampliação da figura A é de 10 com barra de escala de 500 µm e 

das restantes é de 50 com a barra de escala de 100 µm. 

 

B C 

D E 

A 
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Figura 69. Avaliação da área vascular no tecido ovárico humano submetido a cultura. Foi realizada 

imunohistoquímica com a marcação anti-FVIII. Os dados são apresentados na forma de média±SEM. O 

asterisco (*) sob os resultados grupo Ex3 representa diferenças significativas relativamente ao controlo, 

enquanto o outro asterisco (*) representa diferenças significativas entre os dois grupos das extremidades 

da barra horizontal. 

 

VIII.2.2. Avaliação folicular 

As secções de tecido ovárico corado com hematoxilina-eosina foram submetidas a 

avaliação folicular segundo a classificação de Gougeon, como representando na Figura 

70. Relativamente à densidade folicular não se verificaram diferenças entre os grupos 

de estudo na avaliação global nem na análise por estádios de desenvolvimento, como 

representado na Figura 71 e Figura 72. 

 

 

Figura 70. Imagens representativas dos folículos coradas com hematoxilina-eosina. É possível identificar 

três folículos primordiais (A), um folículo primário (B) e um folículo secundário (C). A ampliação é de 

200 com a barra de escala de 20 µm. 

C A B 
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Figura 71. Densidade de folículos morfologicamente normais no tecido ovário humano submetido a 

cultura. Os dados são apresentados na forma de média±SEM.  

 

 

Figura 72. Quantificação dos folículos por estádios de desenvolvimento no tecido ovário humano 

submetido a cultura. São representados os resultados da densidade folicular (A, C, E) e da percentagem 

folicular (B, D, F), para os folículos primordiais (A, B), primários (C, D) e secundários (E, F). Os dados 

são apresentados na forma de média±SEM. 
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Os folículos em proliferação foram identificados pela marcação anti-Ki67, e podem ser 

observados nas fotografias representativas da Figura 73. No que diz respeito à sua 

quantificação no tecido ovárico humano submetido a cultura, não se verificaram 

diferenças entre os grupos de estudo, como pode ser observado na Figura 74. 

Os folículos em apoptose estão marcados nas fotografias representativas da Figura 75.  

Nesta análise, verificou-se que a apoptose foi tendencialmente mais elevada em todos 

os grupos de tratamento comparativamente com o controlo, sendo a diferença 

significativa para o tratamento com a dose mais alta de exossomas (3,017±1,247; p= 

0,043), como pode ser observado na Figura 76. 

 

 

Figura 73. Marcação imunohistoquímica da proliferação nos folículos. Estão representados um folículo 

primordial negativo para Ki67 (A) e vários folículos positivos, nomeadamente quatro primordiais com 

(B), um primário (C) e um secundário (D). A ampliação da figura D é de 100 com barra de escala de 50 

µm e das restantes é de 200 com a barra de escala de 20 µm. 

A B 

C D 
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Figura 74. Proliferação nos folículos no tecido ovário humano submetido a cultura. A proliferação foi 

quantificada pela marcação com Ki67, tendo em conta o número de folículos com marcação positiva no 

número total de folículos. Os dados são apresentados na forma de média±SEM. 

 

 

Figura 75. Marcação imunohistoquímica da apoptose nos folículos. Estão representados um folículo 

primordial (A) e um folículo secundário (B) negativos para caspase 3 e três folículos primordiais positivos 

(C e D). A ampliação da figura B é de 100 com barra de escala de 50 µm e das restantes é de 200 com 

a barra de escala de 20 µm. 

A B 

C D 
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Figura 76. Apoptose nos folículos no tecido ovário humano submetido a cultura. A apoptose foi 

quantificada pela marcação com caspase 3, tendo em conta o número de folículos com marcação positiva 

no número total de folículos. Os dados são apresentados na forma de média±SEM. O asterisco (*) sob os 

resultados grupo Ex3 representa diferenças significativas relativamente ao controlo. 

 

VIII.2.3. Viabilidade do tecido ovárico humano em cultura 

Além da avaliação folicular foi realizada a avaliação do estroma. Na avaliação 

histológica qualitativa do estroma não foram evidenciadas diferenças nos grupos de 

estudo. 

Relativamente à proliferação e à apoptose, como pode ser observado pelas fotografias 

representativas da Figura 77, não se verificaram diferenças entre o grupo controlo e os 

diferentes tratamentos, conforme representado graficamente na Figura 78. 

A citotoxicidade, avaliada pela quantidade de LDH no meio de cultura, também não 

evidenciou diferenças entre os grupos, como representado na Figura 79. 
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Figura 77. Marcação imunohistoquímica da proliferação e apoptose no estroma do tecido ovárico 

humano. A proliferação foi avaliada através da marcação para Ki67 (A, B) e a apoptose para caspase 3 (C, 

D). A ampliação é de 100 e a barra de escala é de 50 µm.  

 

 

Figura 78. Avaliação da proliferação e da apoptose no estroma do tecido ovárico antes e após a 

criopreservação. São representados os resultados de acordo com a área marcada para Ki67 (A) e caspase 

3 (B) nas células do estroma. Os dados são apresentados na forma de média±SEM.  

A B 

C D 
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Figura 79. Citotoxicidade no tecido analisada através da quantidade de LDH libertada para o meio de 

cultura. Os dados são apresentados na forma de média±SEM. 

 

VIII.2.4. Internalização dos exossomas no tecido 

Através do ensaio de imunofluorescência foi possível identificar a presença dos 

exossomas no tecido ovárico humano como representado nas imagens da Figura 80. 
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Figura 80. Internalização dos exossomas em duas amostras de tecido ovárico humano (A e B). A ampliação 

da figura A é de 200 com barra de escala de 100 µm e figura B é de 400 com barra de escala de 50 µm. 

 

VIII.3. Discussão 

Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito de exossomas na angiogénese do tecido 

ovárico humano após criopreservação.  

A 

B 
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Os exossomas são vesículas que se formam através de corpos multivesiculares pela via 

dos endossomas e que são libertadas por exocitose, por todos os tipos de células, para 

o espaço extracelular. Participam na comunicação intercelular e medeiam diferentes 

funções celulares, tais como a sobrevivência e a morte celular (Doyle & Wang, 2019; 

Ribeiro et al., 2013). Os exossomas podem ser encontrados em todos os fluídos 

biológicos, nomeadamente no plasma, soro, urina, saliva, líquido broncoalveolar, 

líquido cefalorraquidiano, leite materno, líquido amniótico, entre outros (Doyle & 

Wang, 2019). 

O conteúdo dos exossomas reflete especificamente a sua localização, origem celular e 

mecanismo de secreção (Todorova et al., 2017). Estão descritas proteínas que são 

marcadoras, pelo processo de formação das vesículas através da via dos exossomas, tais 

como o CD81, o CD63, o Alix (do inglês, ALG-2-interacting protein X) e a Tsg101 (do 

inglês, tumor susceptibility gene). Além disso, existem outras proteínas que são variáveis, 

de acordo com o ambiente e as células nas quais tiveram origem os exossomas, bem 

como o RNA, o DNA e os lípidos (Doyle & Wang, 2019; Todorova et al., 2017).  

Os exossomas têm um papel multifacetado na modulação de respostas biológicas. Nas 

últimas duas décadas, tem surgido um interesse crescente na comunidade científica em 

estudar os exossomas como biomarcadores de doença ou como estratégias terapêuticas 

em medicina regenerativa ou na modulação da angiogénese. Estes têm uma semivida 

longa em circulação, são bem tolerados pelo corpo humano, são capazes de penetrar 

nas membranas celulares e atingir tipos específicos de células (Doyle & Wang, 2019; 

Todorova et al., 2017).  

Na saúde da mulher, nomeadamente a relacionada com a fertilidade, os exossomas 

também podem ser considerados biomarcadores de diagnóstico e/ou terapêutica. Na 

síndrome de ovário poliquístico e na endometriose, os exossomas mostraram ser úteis 

para o diagnóstico ou como alvos terapêuticos. Já na síndrome de Asherman e na IOP 

tem sido investigado o papel dos exossomas no seu tratamento, sendo a última aquela 

em que existem mais estudos (Esfandyari et al., 2021). 

A aplicação de exossomas derivados de células estaminais mesenquimatosas do cordão 
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umbilical humano (hUCMSCs, do inglês, human umbilical cord mesenchymal stem cells) 

tem sido investigada na IOP, através de estudos in vitro e in vivo. Salienta-se, porém, 

que todos os estudos são em modelo animal. Foi demonstrado um efeito protetor nas 

células da granulosa de ovários de rato, em co-cultura destes exossomas com cisplatina, 

com diminuição da percentagem de apoptose (Sun et al., 2017; J. Zhang et al., 2020). 

A administração endovenosa de exossomas derivados de hUCMSCs em murganhos 

com IOP permitiu a recuperação da função endócrina e a diminuição da apoptose 

(Deng et al., 2021; Liu et al., 2020). Também a administração intraperitoneal de 

exossomas derivados de hUCMSCs promoveu a função ovárica e a proliferação através 

da regulação da via Hippo (Z. Li et al., 2021). Também para reverter a IOP tem sido 

investigado, apenas em modelo animal, o efeito do tratamento com exossomas de outra 

origens, nomeadamente, exossomas derivados de células estromais do sangue 

menstrual (S. Zhang et al., 2021), células mesenquimatosas do líquido amniótico 

(Thabet et al., 2020) e do tecido adiposo (Huang et al., 2018). 

Neste trabalho utilizámos exossomas derivados de células mononucleares do cordão 

umbilical humano que demonstraram ter um impacto na regeneração de tecidos, 

nomeadamente com melhoria da angiogénese. O hidrogel tem o potencial de prolongar 

a disponibilidade local dos exossomas, reduzir a frequência de administração e 

maximizar a sua eficácia terapêutica (Henriques-Antunes et al., 2019). Assim e como 

discutido no capítulo V, optámos por aplicar os exossomas na matriz de alginato em 

cocultura com o tecido ovárico humano. 

No nosso trabalho verificou-se uma melhoria da vascularização no tecido ovárico 

mantido em cultura com exossomas. Com a concentração mais elevada de exossomas 

(3 µg/mL), a área vascular no tecido foi cerca de 1,5 vezes superior do que na cultura 

sem suplementação e o dobro comparativamente com a associação de VEGF e de 

bFGF. Este resultado foi semelhante ao estudo no qual foram utilizados exossomas 

derivados de células mononucleares do cordão umbilical humano para melhorar a 

cicatrização de feridas em murganhos com diabetes mellitus tipo 1 (Henriques-

Antunes et al., 2019). Adicionalmente, mostrou ser superior ao tratamento com o 

VEGF e o FGF, a terapêutica que tem sido mais investigada para estimulação da 

angiogénese no tecido ovárico criopreservado (J. Gao et al., 2015; Kang et al., 2016; S. 
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H. Li et al., 2016; Tavana et al., 2016; L. Wang et al., 2013). 

No que diz respeito à avaliação da apoptose, verificámos houve um aumento nos 

folículos com a concentração mais elevada de exossomas. Este resultado é contraditório 

com os estudos existentes que mostraram um efeito antiapoptótico no tecido ovárico 

com a aplicação destas vesículas, in vitro, em células da granulosa ao fim de 6 (J. Zhang 

et al., 2020) e de 48 horas (Sun et al., 2017) ou in vivo (Deng et al., 2021; Liu et al., 

2020; Thabet et al., 2020). Este efeito mostrou ser mediado pelo miRNA21 através da 

modulação das vias apoptóticas de PTEN e de caspase 3 (Thabet et al., 2020). Apesar 

dos exossomas utilizados no nosso trabalho terem uma origem diferente, também 

apresentaram sobreexpressão de miRNA21 (Henriques-Antunes et al., 2019).  

Na restante avaliação que realizámos, verificou-se uma preservação do tecido, sem que 

os exossomas tivessem impacto na citotoxicidade e na proliferação celular, bem como 

na densidade folicular. 

Em conclusão, este é o primeiro estudo com a aplicação in vitro de exossomas derivados 

de células mononucleares do cordão umbilical ao tecido ovárico humano após 

criopreservação tendo-se verificado um aumento da área vascular no tecido. Assim, a 

utilização de exossomas pode ser uma estratégia terapêutica para melhorar a 

angiogénese e diminuir a lesão de isquemia/reperfusão com o transplante. 

  



 

 

PARTE III – Conclusões e perspetivas 

futuras 

  



 

 

 



 

241 

Os resultados obtidos no trabalho experimental foram apresentados e discutidos ao 

longo deste manuscrito. Contudo, há conclusões que importa destacar assim como, 

perspetivar o trabalho que se pretende realizar no futuro. 

A cultura de tecido ovárico é um desafio pela complexidade deste órgão em que a 

interação entre os folículos, que são a unidade morfofuncional, e o estroma, que é o 

tecido de suporte do ovário, é essencial na sua dinâmica. A cultura 3D de tecido ovárico 

em matriz de alginato foi semelhante à cultura convencional, para culturas de curta 

duração (até 48 horas). Assim, a matriz de alginato pode ser uma alternativa a outras 

matrizes descritas na literatura para avaliar o efeito de um determinado estímulo 

terapêutico in vitro.  

Neste estudo, realizámos uma análise histopatológica estruturada, com a 

caracterização detalhada do tecido ovárico e o desenvolvimento de um score 

histopatológico da viabilidade do tecido, que incluiu a avaliação de três parâmetros 

morfológicos tais como a percentagem de tecido em necrose, a degeneração dos 

folículos e o edema intersticial. 

No entanto, alguns pontos merecem ser abordados no futuro, nomeadamente o estudo 

das interações tecido-matriz. 

O protocolo de criopreservação lenta com etilenoglicol e sacarose utilizado na prática 

clínica não mostrou ser deletério para o tecido ovárico de rato, preservando a 

densidade folicular e a morfologia do tecido, com diminuição da apoptose. 

Adicionalmente verificou-se um aumento da vascularização do tecido ovárico após 

criopreservação, com alteração da expressão génica. 

Para melhorar o resultado do transplante de tecido ovárico foram avaliadas várias 

estratégias para a estimulação da angiogénese.  

A associação de VEGF, de FGF e de hMG à cultura do tecido ovárico de rato após 

criopreservação mostrou aumentar a densidade vascular após o autotransplante, 

preservando a morfologia, a proliferação e a apoptose, bem como os folículos, 

nomeadamente os primordiais.  
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Como a angiogénese é um processo complexo que envolve várias vias de sinalização, 

neste trabalho experimental foi realizada, pela primeira vez, uma caracterização 

pormenorizada da expressão de genes relacionados com a angiogénese no tecido 

ovárico após a cultura com os diferentes estímulos. Para estudos futuros temos 

guardados extratos de proteína que permitirão melhorar a caracterização do efeito dos 

estímulos. 

A avaliação da função endócrina é raramente realizada nos estudos publicados, pelo 

que este foi um dos pontos fortes do nosso trabalho. Porém como limitações temos o 

reduzido número de animais nos quais foi realizada a citologia, além da avaliação da 

função endócrina ter sido realizada em apenas um momento. Como perspetivas 

futuras, pretendemos aumentar o número de casos com avaliação da função endócrina 

e realizar o transplante ortotópico, de modo a prolongar o transplante permitindo 

comparar a sua longevidade e avaliar a restituição da fertilidade. 

A utilização dos exossomas demonstrou ser uma estratégia promissora para melhorar 

a angiogénese do tecido ovárico, salientando-se a mais-valia deste estudo ter sido 

realizado em tecido ovárico humano. Como perspetivas futuras pretendemos realizar 

estudos de proteómica, o que nos permitirá uma melhor caracterização deste efeito, 

bem como avaliar esta estratégia terapêutica com o xenotransplante. 

Em todo o trabalho experimental, um dos pontos fortes foi a avaliação dos resultados 

de histologia e de imunohistoquímica por dois investigadores independentes e 

desconhecedores das condições de estudo. Este cuidado permitiu aferir que a melhor 

metodologia para avaliação da densidade vascular é a área vascular, tendo em conta a 

concordância interobservador e a reprodutibilidade da técnica.  

Em suma, com este trabalho experimental foi possível identificar diferentes estratégias 

para estimular a angiogénese do tecido ovárico, com o intuito de melhorar a 

longevidade do transplante e otimizar a técnica de criopreservação de tecido ovárico 

para preservação da fertilidade feminina. 
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18s rRNA 18S ribossomal N5   

2D bidimensional 

3D tridimensional 

ABVD adriamicina, bleomicina, vimblastina, dacarbazina 

Actb  actin, beta  

AdMSCs células estromais mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (do 

inglês, adipose-mesenchymal derived stem cells) 

aFGF FGF ácido 

Akt proteína quinase B  

Alotx alotransplante 

Angpt1 angiopoietin 1  

Angpt2 angiopoietin 2  

Anpep alanyl (membrane) aminopeptidase   

ASCs células estaminais derivadas de tecido adiposo (do inglês, adipose-

derived stem cells) 

ASRM Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (do inglês, American 

Society for Reproductive Medicine) 

Autotx autotransplante 

BEACOPP bleomicina, etoposido, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, 

procarbazina e prednisona 

BEP/EP bleomicina, etoposide e cisplatina 

bFGF FGF básico 

BMP a proteína morfogenética óssea (do inglês, bone morphogenetic protein) 

CaCl2 cloreto de cálcio 

caderina-VE  caderina do endotélio vascular 

CC1 do inglês, cell conditioner 1 

Cdh5 cadherin 5  

CHOP ciclofosfamida, doxorubicina e cloridrato de prednisolona 

Col18a1 collagen, type XVIII, alpha 1  

Col4a3 collagen, type IV, alpha 3  

CPL criopreservação lenta 

Ct cycle threshold  
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Ctgf  connective tissue growth factor  

Cx conexina 

DAB diaminobenzidina 

DGAV Direção Geral de Alimentação e Veterinária do Ministério da 

Agricultura 

Dll4 Delta-like 4 

DMSO dimetilsulfóxido 

DPBS do inglês, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

EA do inglês, Eosin Azure 

eCG gonadotrofinas coriónicas equinas 

Egf epidermal growth factor  

EGF fator de crescimento epidérmico (do inglês, epidermal growth factor) 

Eng  Endoglin  

eNOS do inglês, endothelial nitric oxide synthase 

Epas1 endothelial PAS domain protein 1  

EPC células endoteliais progenitoras 

EPO eritropoietina 

Erbb2  v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene 2  

ESHRE Sociedade Europeia de Medicina da Reprodução Humana e 

Embriologia (do inglês, European Society of Human Reproduction 

and Embryology) 

FGF fator de crescimento de fibroblastos (do inglês, fibroblast growth factor) 

Figf c-fos induced growth factor  

FITC isotiocianato de fluoresceína 

FIV fertilização in vitro 

Flt1 FMS-related tyrosine kinase 1  

Fn1 fibronectin 1  

FSH hormona folículo-estimulante (do inglês, follicle-stimulating hormone) 

FtoM female to male 

FVIII fator VIII 

GDF o fator de crescimento e diferenciação celular (do inglês, growth 

differentiation factor) 
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GFR fator de crescimento reduzido 

GnRH hormona libertadora das gonadotrofinas (do inglês, gonadotropin-

releasing hormone) 

hCG gonadotrofina coriónica humana (do inglês, human chorionic 

gonadotropin) 

HE Hematoxilina-Eosina 

HGF fator de crescimento de hepatócitos (do inglês, hepatocyte growth factor) 

HIF1β/ARNT do inglês, HIF1 beta/aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

HIFs fatores de transcrição induzíveis por hipoxia (do inglês, hypoxia-

inducible factors) 

hMG gonadotrofina menopáusica humana ou menotropina (do inglês, 

human menopausal gonadotropin) 

Hprt1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1  

HRP do inglês, horseradish peroxidase multimer 

IF imunofluorescência 

IGF-1 fator de crescimento semelhante à insulina-1 (do inglês, insulin-like 

growth factor 1) 

IHC do inglês, immunohistochemical 

IHQ imunohistoquímica 

IMODTM setarud 

iNOS do inglês, inducible nitric oxide synthase 

IOP insuficiência ovárica prematura 

Itga5 do inglês, integrin alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)  

Itgav do inglês, integrin alpha V  

Itgb3 do inglês, integrin beta 3  

IVM maturação ovocitária in vitro (do inglês, in vitro maturation) 

LASER do inglês, light amplification by stimulated emission of radiation 

LDH lactato desidrogenase 

LH hormona luteinizante (do inglês, luteinizing hormone) 

MCP1 do inglês, monocyte chemoattractant protein-1 

MEC matriz extracelular 

miRNAs microRNAs 
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MMP metaloproteínases da matriz 

MSCs células estaminais mesenquimatosas (do inglês, mesenchymal stem cells) 

NAC N-acetilcisteína 

NaCl cloreto de sódio 

NARP proteína de repetição de anquirina regulada por Notch (do inglês 

Notch-regulated ankyrin-repeat protein) 

nNOS do inglês, neuronal nitric oxide synthase 

Nos3 nitric oxide synthase 3, endothelial cell  

OD densidade ótica (do inglês, optical density) 

OMS Organização Mundial de Saúde 

OT do inglês, ovarian tissue 

ORBEA  Órgão Responsável pelo Bem-Estar dos Animais 

p/v peso/volume 

PAI-1 inibidor do ativador de plasminogénio-1 (do inglês, plasminogen 

activator inhibitor 1) 

PCR do inglês, polymerase chain reaction 

PDGF fator de crescimento derivado de plaquetas (do inglês, platelet-derived 

growth factor) 

PDGFR-β recetor do PDGF-B  

Pecam1 platelet/endothelial cell adhesion molecule 1  

PGF do inglês, placental growth factor 

PI3K fosfoinositol-3-quinase (do inglês, phosphoinositide 3-kinase) 

PMA Procriação Medicamente Assistida 

PMSG gonadotrofina sérica da égua prenhe 

PRP plasma enriquecido em plaquetas (do inglês, platelet-rich plasma) 

PTEN fosfatase homóloga à tensina 

RM ressonância magnética 

RNU Rowett Nude 

RON Registo Oncológico Nacional 

Rplp1 ribosomal protein, large, P1  

RT-PCR real-time PCR 

S1P  esfingosina-1-fosfato (do inglês, sphingosine-1-phosphate) 



 

289 

SEM erro padrão da média 

Tek TEK tyrosine kinase, endothelial  

TGF fator de crescimento transformador (do inglês, transforming growth 

factor) 

Tie1 tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1  

TIMPs inibidores teciduais de MMPs (do inglês, tissue inhibitors of 

metalloproteinases) 

TOC tecido ovárico criopreservado 

TOF tecido ovárico fresco 

TOPC tecido ovárico pós-criopreservação 

tPA ativador do plasminogénio tecidual (do inglês, tissue plasminogen 

activator) 

uPA ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (do inglês, urokinase-

type plasminogen activator) 

v/v volume/volume 

VEGF fator de crescimento endotelial vascular (do inglês, vascular endothelial 

growth factor). 

VEGFR recetor do VEGF 

VT vitrificação 

vWF fator de von Willebrand 

WB do inglês, Western-blot 

Wnt do inglês, Wingless/Integrated 

Z-VAD-FMK do inglês, carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-

fluoromethylketone 

αSMA αactina do músculo liso 

KDR  kinase insert domain receptor  

VF VEGF + FGF 

H hMG 

SEVs vesículas extracelulares pequenas (do inglês, small extracellular vesicles) 

CNC Centro de Neurociências e Biologia Celular 

Ex1 exossomas na concentração de 1 µg/mL 

Ex3 exossomas na concentração de 3 µg/mL 
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Alix  do inglês, ALG-2-interacting protein X 

Tsg101 do inglês, tumor susceptibility gene 

hUCMSCs  células estaminais mesenquimatosas do cordão umbilical humano (do 

inglês, human umbilical cord mesenchymal stem cells) 
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Anexo I – Publicações relacionadas com a Tese de 

Doutoramento 

 

Artigos publicados em revistas indexadas com arbitragem científica: 

1. Azevedo AR*, Pais AS*, Almeida Santos T, Pires VMR, Pessa P, Marques CC, 

Nolasco S, Castelo-Branco P, Prates JA, Lopes-da-Costa L, Laranjo M, Botelho F, 

Pereira RMLN, Pimenta J. Medical grade honey as a promising treatment to improve 

ovarian tissue transplantation. Bioengineering 2022, 9(8), 357; 

https://doi.org/10.3390/bioengineering9080357. *1.ª autoria. 

• Revista indexada na Scopus (Q2, CiteScore 2021 = 6,3) e na Web of Science (Q2, 

FI 2021 = 5,046). 

2. Ferro R, Pais AS, Sousa AP, Almeida Santos T. Fertility preservation in patients with 

haematological malignancies. Hum Fertil (Camb). 2022 Feb 21:1-10. doi: 

10.1080/14647273.2022.2042605. 

• Revista indexada na Scopus (Q3, CiteScore 2021 = 4,2) e na Web of Science (Q4, 

FI 2021 = 2,186). 

3. Pais AS, Reis S, Laranjo M, Caramelo F, Silva F, Botelho MF, Almeida-Santos T. 

The challenge of ovarian tissue culture: 2D versus 3D culture.J Ovarian Res. 2021 Nov 

1;14(1):147. doi: 10.1186/s13048-021-00892-z. 

• Revista indexada na Scopus (Q1, CiteScore 2021 = 6,3) e na Web of Science (Q1, 

fator de impacto (FI) 2021 = 5,506). 

4. Santos ML, Pais AS, Almeida Santos T. Fertility preservation in ovarian cancer 

patients. Gynecol Endocrinol. 2021;37(6):483-489. Doi: 

10.1080/09513590.2021.1872534.  

• Revista indexada na Scopus (Q2, CiteScore 2021 = 3,9) e na Web of Science 

(Q3, FI 2021 = 2,277). 
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5. Pais AS, Flagothier C, Tebache L, Almeida Santos T, Nisolle M. Impact of surgical 

management of endometrioma on AMH levels and pregnancy rates: a review of recent 

literature. J Clin Med. 2021;10(3):414. Doi: 10.3390/jcm10030414. 

• Revista indexada na Scopus (Q1, CiteScore 2021 = 4,4) e na Web of Science (Q2, 

FI 2021 = 4,964). 

6. Pais AS, Guerra N, Couto D, Sousa AP, Almeida-Santos T. Fertility preservation 

with successful pregnancy outcome in a patient with transplanted heart and non-Hodgkin's 

lymphoma - a case report. BMC Pregnancy Childbirth. 2019;19(1):421. Doi: 

10.1186/s12884-019-2587-x. 

• Revista indexada na Scopus (Q1, CiteScore 2019 = 3,8) e na Web of Science (Q2, 

FI 2019 = 2,239). 

 

Resumos publicados em revistas indexadas: 

1. Moura-Ramos M, Sousa AP, Couto D, Carvalho A, Pais AS, Almeida-Santos T. 

Who and when are the young women returning for using their cryopreserved material after 

fertility preservation for cancer treatment? A 10-year experience of an oncofertility center. J 

Assist Reprod Genet. 2020; 37: 987–1015. 

2. Almeida-Santos T, Pais AS, Reis S, Laranjo M, Caramelo F, Silva F, Botelho F. 

The challenge of ovarian tissue culture: 2D versus 3D. Hum Reprod. 2021: 36, Suppl, 

pp. i1–i513. 

 

Prémios e Bolsas: 

1. Prémio de investigação 2015 da SPG - Promoção da angiogénese precoce do 

enxerto de tecido ovárico humano após criopreservação em contexto de 

preservação da fertilidade de doentes oncológicas. Almeida Santos T, Pais AS. 

185ª Reunião da SPG, Braga, 3 e 4/06/2016. 
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2. Bolsa investigação do CHUC - Preservação do potencial reprodutivo na doente 

oncológica: estimulação da angiogénese do enxerto de tecido ovárico 

criopreservado. I Encontro “A Ciência e os Internos”, CHUC, Coimbra, 13 e 

14/10/2016. 

3. Melhor póster - Estimulação in vitro da angiogénese de tecido ovárico. Pais AS, 

Reis MC, Laranjo M, Reis S, Jorge J, Gonçalves AC, Botelho F, Almeida Santos T. 

7º Congresso Português de Medicina da Reprodução, Porto, 9 a 11/05/2019. 

 

Comunicações realizadas como palestrante convidada: 

1. Apresentação de casos clínicos. Curso prático avançado em Medina da 

Reprodução – GENUS. XXXVI Jornadas Internacionais de Estudos da 

Reprodução, Figueira da Foz, 03/05/2018. 

2. FERTILIDADE, avaliação da reserva ovárica e critérios PMA. Workshop Gravidez 

após os 40 anos, Cascais, 11/04/2019. 

3. Infertilidade e disfunção sexual na mulher. 16º Congresso Nacional Cancro 

Digestivo, online, 16/10/2020. 

4. Preservation of reproductive potential in oncological patients - Angiogenesis stimulation of 

cryopreserved ovarian tissue. iCBR (Coimbra Institute for Clinical and Biomedical 

Research) Scientific Meetings 2021, 20/01/2021. 

5. Infertilidade e preservação da fertilidade em doentes oncológicos. Curso de 

Formação para Farmacêuticos, Núcleo Regional do Centro da LPCC, online, 

27/01/2021.  

6. Fertilidade após o Cancro. Curso de Formação para Profissionais de Saúde, Núcleo 

Regional do Centro da LPCC, online, 07/05/2021. 

7. Preservação da fertilidade - uma decisão partilhada. 12º Congresso Nacional de 

Enfermagem Oncológica, online, 25/11/2021. 
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8. Estimulação da angiogénese do enxerto de tecido ovárico criopreservado. 

Generating Meetings, Porto, 30/04/2022. 
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Anexo II – Procedimentos cirúrgicos 

 

 

Anexo digital disponível através do link: https://youtu.be/HJ9zquejahg 

 

O vídeo disponível no link supracitado apresenta os procedimentos anestésicos e 

cirúrgicos realizados nos animais. As cirurgias foram realizadas de forma idêntica em 

todos os animais sob anestesia inalatória com sevoflurano através do sistema de 

anestesia EZ-7000 Classic Anesthesia System, com desinfeção com solução de 

iodopovidona no início do procedimento e com analgesia subcutânea no final do 

mesmo. A ovariectomia foi realizada através de laparotomia mediana longitudinal na 

região inferior do abdómen. Depois de se assegurar a adequada hemóstase, a cavidade 

abdominal foi fechada por planos com fios reabsorvíveis. Após a ovariectomia, cada 

ovário foi cortado em dois hemiovários. O transplante de tecido ovárico foi realizado 

a nível subcutâneo através de uma única incisão na parede abdominal, seguida de 

dissecção romba de quatro bolsas subcutâneas. Os hemiovários foram inseridos 

subcutaneamente ao longo da fáscia muscular abdominal. Por fim, a pele foi encerrada 

com fio absorvível. As citologias vaginais foram realizadas diariamente, sensivelmente 

à mesma hora. As amostras foram recolhidas por lavagem vaginal com 200 µL de 

cloreto de sódio e posteriormente a amostra foi colocada uniformemente na lâmina e 

deixou-se secar ao ar. 
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Anexo III – Aprovação da DGAV 

 

Documentação relacionada com a aprovação da Direção-Geral de Alimentação e 

Veterinária (DGAV) relativamente ao projeto de investigação “Preservação do 

Potencial Reprodutivo na Doente Oncológica: Estimulação da Angiogénese do Enxerto 

de Tecido Ovárico Criopreservado”: 

• Formulário para pedido de autorização de projeto de utilização de animais para 

fins científicos submetido ao Órgão Responsável pelo Bem-Estar dos Animais 

(ORBEA) do Instituto de Investigação Clínica e Biomédica de Coimbra (iCBR) 

da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) 

• Parecer da ORBEA (ORBEA 2-2016) 

• Parecer da DGAV (11060495/23-11-2016) 
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• Formulário para pedido de autorização de projeto de utilização de animais para 

fins científicos submetido ao Órgão Responsável pelo Bem-Estar dos Animais 

(ORBEA) do Instituto de Investigação Clínica e Biomédica de Coimbra (iCBR) 

da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) 
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• Parecer da ORBEA (ORBEA 2-2016) 
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• Parecer da DGAV (11060495/23-11-2016) 
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Anexo IV – Aprovação da Comissão de Ética  

 

Documentação relacionada com a aprovação da Comissão de Ética da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Coimbra relativamente ao projeto de investigação 

“Preservação do Potencial Reprodutivo na Doente Oncológica: Estimulação da 

Angiogénese do Enxerto de Tecido Ovárico Criopreservado”: 

• Projeto de investigação  

• Consentimento Informado 

• Parecer da Comissão de Ética 
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