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RESUMO

Introducdo: A utilizacdo de agentes quimioterapicos citotdxicos no tratamento
de diversas doencas, com potencial de desenvolvimento de insuficiéncia
ovariana precoce e consequente infertilidade, exige que técnicas de preservacao
ovariana sejam estudadas e constantemente aprimoradas. Para isso, a
padronizacdo da cultura de tecido ovariano € importante e deve estar bem
estabelecida. Os pacientes transgéneros masculinos submetidos a cirurgia de
redesignacéo de sexo oportunizam a possibilidade de estudo deste 6rgéo nobre
em pesquisa. Objetivo: Descrever as caracteristicas histolégicas do tecido
ovariano humano submetido a cultura in vitro a partir de ovarios dos pacientes
transgéneros masculinos. Método: Estudo experimental in vitro. As amostras
foram coletadas durante cirurgia de redesignacdo de sexo dos pacientes
transgéneros masculinos. O cortex ovariano foi cortado em fragmentos de 2, 3 e
4 mm e dispostos em placa de 96 pocos préprias para cultivo por 2, 4, 6 e 8 dias
e laminas destes fragmentos foram confeccionadas, coradas em HE e
analisadas por patologista experiente. Resultados: A histologia dos fragmentos
ovarianos foi analisada nos tempos zero, 2, 4, 6 ou 8 dias de cultura, sendo
observada hiperplasia estromal em todas as amostras. A presenca de
hiperplasia estromal ndo esta associada com a obtencéo de foliculos primordiais
ou primarios. A hipocelularidade periférica foi outro achado recorrente. Foliculos
primordiais e primarios foram identificados com padrdo heterogéneo entre os
fragmentos de um mesmo paciente e entre pacientes diferentes, sendo que
foliculos em estagios mais avancados de desenvolvimento (secundarios e

antrais) ndo foram encontrados. Houve associagdo entre o didmetro dos
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fragmentos ovarianos e a identificacdo de foliculos primérios (p=0,036). O
namero de dias em cultura apresentou associacdo com sinais histolégicos de
sofrimento tecidual nos fragmentos (p=0,002). O numero total de foliculos
identificados nas amostras de 2 mm de diametro foi significativamente menor do
gue nas amostras de 4 mm (p=0,031). Conclusédo: Os ovarios destes pacientes,
mesmo apols exposicdo prolongada a testosterona, apresentavam foliculos
primordiais e primarios viaveis, mantendo a viabilidade com o passar dos dias
expostos a cultura. A obtencdo de foliculos em estadgios mais avancados de

desenvolvimento nao foi identificada no tempo basal, nem apds 8 dias de cultura.

Palavras-chave: Ovario, Reserva ovariana, Preservacdo da fertilidade,

Técnicas de cultura de tecido, Cirurgia de readequacéo sexual.
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ABSTRACT

Background: The use of cytotoxic chemotherapeutic agents in the treatment of

various diseases, with the potential to develop early ovarian insufficiency and
consequent infertility, requires that techniques of ovarian preservation to be
studied and constantly improved. For this, the standardization of ovarian tissue’s
culture is important and must be well established. Transgender male patients
undergoing sex reassignment surgery provide the opportunity to study this noble
organ in research. Aim: To describe the histological characteristics of human
ovarian tissue subjected to in vitro culture from the ovaries of male transgender
patients. Method: In vitro experimental study. The samples were collected during
sex reassignment surgery for male transgender patients. The ovarian cortex was
cut into fragments of 2, 3 and 4 mm and placed in a 96-well plate for 2, 4, 6 and
8 days, slides of these fragments were made, stained in HE and analyzed by an
experienced pathologist. Results: The histology of the ovarian fragments was
analyzed at time zero, 2, 4, 6 or 8 days of culture, with stromal hyperplasia being
observed in all samples. Stromal hyperplasia was observed in all samples.
Presence of stromal hyperplasia wasn’t associated with obtaining primordial or
primary follicles. Peripheral hypocellularity was another recurrent finding.
Primordial and primary follicles were identified with a heterogeneous pattern
between fragments from the same patient and between different patients, and
follicles in more advanced stages of development (secondary and antral) were
not found. There was an association between the diameter of the ovarian
fragments and the identification of primary follicles (p=0.036). The number of

days in culture was associated with histological signs of tissue suffering in the

15



fragments (p=0.002). The total number of follicles identified in the 2 mm diameter
samples was significantly lower than in the 4 mm diameter samples (p=0.031).
Conclusion: The ovaries of these patients, even after prolonged exposure to
testosterone, presented viable primordial and primary follicles, maintaining
viability over the days exposed to the culture. Obtaining follicles at more
advanced stages of development was not identified at baseline, nor after 8 days

of culture.

Keywords: Ovary, Ovarian reserve, Fertility preservation, Tissue culture

techniques, Sex reassignment surgery.
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INTRODUGCAO

Os ovarios apresentam um numero definido de foliculos primordiais ao
nascimento, 0s quais constituem a reserva ovariana. A ativacéo desses foliculos
€ responsavel pelo declinio irreversivel da fungéo reprodutiva ao longo dos anos
(1), sendo a taxa desta reducéo variavel entre as mulheres. (2)

Uma das grandes causas de reducao da reserva ovariana potencialmente
evitAvel € o uso de drogas quimioterapicas gonadotOxicas utilizadas no
tratamento de alguns tipos de neoplasias. Estas drogas desencadeiam ativagao
folicular exacerbada e levam a deplecdo acelerada e prematura da reserva
folicular. Desta forma, estudos séo realizados visando evitar ou atenuar 0s
efeitos adversos a longo prazo dos tratamentos, como a insuficiéncia ovariana
precoce (IOP) (3). Prevenir a disfuncédo ovariana induzida pela quimioterapia
seria importante para preservar as possibilidades de concepc¢fes naturais ou
medicamente assistidas apds os tratamentos (4).

Os métodos atualmente utilizados para preservar a fertilidade das
pacientes submetidas a tratamentos citotoxicos sdo a criopreservacao de
embrides, de oocitos e de tecido ovariano. Entretanto, estas técnicas
apresentam indicacéo limitada a idade da paciente e ao status clinico. Além
disso, sdo procedimentos invasivos e que podem demandar tempo, ndo sendo
adequadas nos casos de meninas pré-puberes e nos casos em que o atraso no
inicio do tratamento nao € aceitavel (5). A criopreservacao de tecido ovariano
com posterior reimplante € uma técnica experimental, considerada uma
alternativa em potencial para preservar a fertilidade em meninas pré-puberes,

porém, com possivel risco de reimplante de células neoplasicas (6).
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O desenvolvimento de condicbes de cultura para células germinativas
imaturas € um dos maiores desafios da medicina reprodutiva, tendo como
objetivo obter oécitos competentes. O crescimento completo in vitro de foliculos
primordiais com subsequente fertilizag&o in vitro, seguida de transferéncia de

embrido vivo foi alcancada, até agora, somente em camundongos (7).

Tendo em vista o complexo sistema regulatério do desenvolvimento
folicular, permanece o desafio de criar sistemas de cultura cada vez mais
elaborados e complexos a fim de promover um ambiente similar ao ovario in vivo
e assim, através de fragmentos de tecido ovariano criopreservados, suportar o
crescimento folicular. A impossibilidade de acesso ao tecido ovariano humano,
livre de doencas, de mulheres jovens - por aspectos éticos - resulta na

dificuldade de estabelecer uma cultura ovariana in vitro eficiente.

A cirurgia de redesignacao de sexo dos transgéneros masculinos, a qual
contempla a exérese dos ovarios, possibilita que as gbnadas possam ser
estudadas. A longa terapia com testosterona utilizada por estes leva a
amenorréia reversivel, com foliculos ovarianos preservados, sem esgotar ou
afetar o desenvolvimento dos foliculos primordiais. (8)

Sendo assim, devido a quantidade limitada de tecido humano disponivel
para uso em pesquisa, bem como numeros reduzidos de foliculos em amostras
obtidas de pacientes mais velhas ou com doenca ovariana, viu-se nos ovarios
dos pacientes transgéneros masculinos submetidos a cirurgia de redesignacao
de sexo uma oportunidade de estudo deste 6rgdo nobre em pesquisa. Nesta
dissertacdo serdo descritas as caracteristicas histologicas do tecido ovariano

humano submetido a cultura.
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REVISAO DA LITERATURA

1. ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

A estratégia de busca foi estabelecida a partir da pesquisa dos “MeSH
(Medical Subject Headings) Vocabulary” e dos termos livres associados na base
de dados PubMed/SCOPUS, combinando-se duas estratégias parciais. A
primeira foi elaborada para busca de artigos sobre preservacdo ovariana em
pacientes submetidos a quimioterapia com ciclofosfamida e a segunda para

busca de artigos sobre realizacdo de cultura de tecido ovariano.

As palavras chaves utilizadas foram as seguintes: ovary, drug-therapy,
cyclophosphamide, anti-mullerian hormone, fertility preservation, ovary explant,
tissue culture techniques. O total de artigos encontrados foi de 1716, sendo
selecionados 143 artigos, dos quais 51 foram incluidos, conforme critérios
adotados a partir da leitura dos titulos e resumos na integra (figura 1). A busca

também incluiu as referéncias bibliograficas dos artigos selecionados.
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PUBMED/SCOPUS

MESH TERMS E
TERMOS LIVRES:

- Ovary
- Drug therapy
- Cyclophosphamide

- Anti-mullerian hormone

MESH TERMS E
TERMOS LIVRES:

- Ovary
- Explant

- Tissue culture
techniques

63 ARTIGOS PUBMED
156 ARTIGOS SCOPUS

676 ARTIGOS PUBMED
821 ARTIGOS SCOPUS

143 ARTIGOS SELECIONADOS

51 INCLUIDOS

FIGURA 1. Estratégia de busca na literatura
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2. MAPA CONCEITUAL

O desenvolvimento de novos métodos de preservacdo ovariana é
relevante nos casos em que a criopreservacao de oocitos ou embrides ndo é
possivel. Entretanto, € necessario o desenvolvimento de modelos experimentais
utilizando tecido humano para melhor compreensdo dos mecanismos da
foliculogénese e, desse modo, suportar o crescimento e desenvolvimento
folicular em fragmentos de tecido ovariano criopreservados. A cirurgia de
redesignacdo sexual, realizada nos pacientes transsexuais masculinos,
apresenta uma oportunidade de tecido ovariano jovem e saudavel para pesquisa

(figura 2).
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FIGURA 2. Mapa conceitual esquematico desta dissertacao.
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3. ANATOMIA E HISTOLOGIA OVARIANA

A principal funcdo da gbnada feminina (ovario) é a diferenciacdo e
liberacdo do odécito maduro para fertilizacdo e manutencdo da espécie. Sao
glandulas enddécrinas, que sintetizam hormoénios reprodutivos, permitem o
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias femininas e a gestacgao.
Localizam-se na pelve, dentro da cavidade peritoneal, suspensos por pregas

peritoneais e fixados no Gtero pelos ligamentos utero-ovaricos (9,10).

O ovario pode ser dividido em trés por¢des principais: o cortex externo, a
medula central e o hilo. O hilo € ponto de ligac&do do ovario ao mesovario, contém
nervos, vasos sanguineos e células do hilo. A por¢cdo mais externa do coértex €
chamada tunica albuginea, constituida de tecido conjuntivo denso, tendo na sua
superficie uma camada Unica de epitélio cuboidal. Os odcitos, que séo as células
germinativas, encontram-se encapsulados em complexos chamados foliculos,

gue constituem a parte interna do cortex, incorporados ao tecido estromal (9).

O tecido estromal € composto de tecido conectivo e de células intersticiais,
as quais tem capacidade de responder ao horménio luteinizante (LH) ou a
gonadotrofina coriénica humana (hCG) com a producéo de androgénio. A area
central medular do ovario contém tecido conjuntivo frouxo com rico leito vascular

(11).

4. DESENVOLVIMENTO FOLICULAR
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O foliculo é considerado a unidade morfologica e funcional do ovario dos
mamiferos e € composto por um odcito circundado por células somaticas (células
da granulosa e tecais), que interagem e promovem a funcionalidade do foliculo
(12). Os foliculos adquirem caracteristicas morfoldgicas distintas durante o seu
desenvolvimento, alguns comegam a crescer assim que séo formados, embora
a maioria passe meses ou anos no estado de repouso. O primeiro sinal de
crescimento € a retomada da proliferacédo celular pelas células da granulosa. O
inicio do recrutamento folicular, ainda pouco conhecido, possivelmente se deve
a liberacdo de estimulos inibitérios que mantem o pool de foliculos em
quiescéncia (10). O desenvolvimento inicial folicular € independente de
gonadotrofinas. Os camundongos knockout para receptor de hormonio foliculo
estimulante (FSH) apresentam foliculos apenas em estagio pré-antral, o que
sugere que o FSH é essencial para a continuidade do crescimento folicular para
estagios mais avancados (13).

O crescimento folicular pode ser reconhecido por um aumento no
tamanho do odcito e uma mudanca na forma das células da granulosa. O volume
citoplasmatico e nuclear do oécito aumentam dramaticamente e as células da
granulosa, que geralmente sédo fusiformes em foliculos primordiais inativos,
assumem uma forma cuboidal & medida que proliferam (14). Este processo,
chamado foliculogénese, é caracterizado por diferentes fases de crescimento e
diferenciacao, refletidos em aparéncia morfolégica e responsividade enddocrina
(15) (figura 3).

A primeira fase de crescimento ocorre continua e independentemente da
influéncia de gonadotrofinas e se caracteriza pelo crescimento dos odcitos, lenta

proliferacéo de células da granulosa, formacéo de zona pellcida e recrutamento

24



de células da teca a partir do compartimento intersticial. O crescimento de
odcitos € o evento mais marcante durante esse estagio de desenvolvimento.
Esta fase compreende os foliculos pré-antrais, incluindo os foliculos primarios e
secundarios que variam de 200 a 400 um de diametro. Os foliculos primarios tém
um odcito em crescimento, uma camada de células da granulosa cuboidal, sem
camada celular da teca e zona pellcida parcial, enquanto que os foliculos
secundarios sao caracterizados por um odcito que é totalmente cercado por uma
zona pellacida e a presenca de pelo menos duas camadas de células da
granulosa (15).

A morfologia folicular pré-antral € comparavel em todas as espécies,
contudo, o tempo necessario para atingir a fase antral (responsiva as
gonadotrofinas) é variavel. Foliculos de ratos precisam de apenas alguns dias
para atingir 200 um, enquanto que, em animais maiores (como em ovelha, vaca
e humanos), a fase de crescimento pré-antral leva semanas ou até meses (15).

A medida que continuam crescendo e atingem um diametro de 200 um,
nota-se o surgimento de uma cavidade preenchida por fluido rico em estrogénio,
chamada de cavidade antral, caracterizando os foliculos antrais, conhecidos
também como foliculos de Graaf. Tais foliculos passam a ser dependentes do
FSH para seu desenvolvimento e podem atingir mais de 15 mm de diametro.
Neste estagio, trés tipos de células diferenciadas cercam o odcito. No lado
externo da membrana basal, as células tecais, com receptores do LH e, no lado
interno da membrana basal, as células da granulosa, células somaticas primarias
gue sustentam o crescimento e desenvolvimento dos odcitos do estagio
primordial até antral. Com a formacéao do antro folicular, as células da granulosa

diferenciam-se em duas células anatomicamente e funcionalmente distintas:
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células murais que comp&em a parede do foliculo antral e células do cumulus
(CC) ao redor do o6cito. Embora as células da granulosa e as CC compartilhem
algumas semelhancas, elas séo diferentes em resposta as gonadotrofinas e a
secrecéo de fatores de crescimento, dando-lhes papel especializado em relagéo
ao desenvolvimento dos odcitos (16).

No grupo foliculos antrais recrutados pelo FSH, no inicio do ciclo
menstrual, apenas um foliculo cresce mais rapido que o resto da coorte e produz
niveis mais altos de estrogenos e inibinas (o foliculo selecionado). As razbes
exatas pelas quais um foliculo emerge como dominante ndo séo claras, é
provavel que apresente maior sensibilidade ao FSH, tanto por expressao
aumentada de receptores quanto por aumento dos fatores de crescimento local.
Os estrogenos e as inibinas, produzidos pelo foliculo dominante, suprimem o
FSH hipofisario, resultando na privacédo da estimulacdo adequada do FSH para
os demais foliculos antrais, essencial para o desenvolvimento (10).

O odcito, no foliculo primordial, encontra-se com a meiose parada no
estagio dipléteno da profase | e, durante o seu desenvolvimento dentro do
foliculo, ele deve adquirir a capacidade de retomar a meiose e de apoiar a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario. O desenvolvimento folicular
culmina na ovulacédo, em resposta ao aumento de LH, resultando na retomada
da meiose e ruptura do foliculo de Graaf (dominante) com consequente liberacéo
do complexo cumulus-odcito. A meiose 1l sO ird se completar se ocorrer a

fertilizacdo do odcito (11).
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FIGURA 3. Organizagao, estrutura e desenvolvimento dos foliculos ovarianos

(12).

5. HORMONIOS REGULADORES DA FOLICULOGENESE

O crescimento folicular inicial € independente de gonadotrofinas e requer
um complexo controle e comunicacao entre 0 00cito e as células somaticas. Esta
comunicacédo ocorre através de moléculas de sinalizacdo, sendo muitas destas
pertencentes a superfamilia do fator de crescimento transformador B (TGF-B)
(17). O crescimento folicular durante a fase antral é dependente de trés niveis
de regulacdo: extraovariana, intraovariana e intrafolicular. Nesta fase, para
manutencdo de seu desenvolvimento, os foliculos passam a depender do

estimulo das gonadotrofinas hipofisarias, ou seja, do LH e do FSH (15).
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Grande parte dos foliculos antrais sofrera atresia, enquanto apenas um
subconjunto continuaré evoluir para a fase pré-ovulatéria. O FSH é necessario
para resgatar esse pool de células da atresia, sendo essencial para a
sobrevivéncia das células da granulosa, a proliferacéo, a producéo de estradiol
e a producao de receptores para LH. As células murais da granulosa do foliculo
dominante expressam altas concentracdes de receptores de LH. Assim, elas
respondem ao pico pré-ovulatério de LH, o qual ativa uma sequéncia de eventos
gue irdo culminar com a ovulagéo, como a retomada da meiose, a expansao do
cumulus, a ruptura folicular e a liberacdo do complexo cumulus-o6cito com o
odcito maduro. (17)

O FSH, ao se ligar ao seu receptor, FSHR, o qual se encontra acoplado a
proteina G, inicia a via classica da adenilciclase / adenosina monofosfato ciclico
(cAMP) / proteina cinase A (PKA). A ativacao desta via resulta na fosforilacao e
ativacao do transcription factor cAMP-response element-binding protein (CREB),
regulando positivamente um numero de genes-alvo, como a aromatase e 0
receptor de LH. Juntamente com estradiol, o FSH atua modulando o ciclo celular
das células da granulosa afetando sua proliferacédo. Esta gonadotrofina também
ativa inumeras vias independentes da PKA, como a proteina cinase B (Akt), pela
via fosfatidilinositol-3-cinase (Pi3K) e SRC tyrosine kinase-dependent pathway.
17)

O LH é responsavel pelo controle das principais enzimas envolvidas na
sintese de andrégenos através do colesterol, dentre elas: Steroidogenic acute
regulatory protein (StAR), que atua como transportador de colesterol para a
membrana mitocondrial interna; Cholesterol side-chain cleavage enzyme

(CYP11A1), que converte o colesterol em pregnenolona; 17a-hidroxilase
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(CYP17A1), responsavel por converter a pregnenolona  em
desidroepiandrosterona (DHEA); e 3[3-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD),
gue converte DHEA em androstenediona. (17) As enzimas que convertem a
androstenediona em estradiol, aromatase (CYP19A1) e 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase (17B-HSD), sdo expressas pelas células da granulosa e sao
reguladas pelo FSH (17).

Além das vias de sinalizacdo ativadas e reguladas por FSH e LH, fatores
produzidos localmente também modulam a foliculogénese e a producéo
hormonal. Inimeros fatores locais da superfamilia TGF-B atuam de forma
autocrina nos foliculos ovarianos, como a ativina e as inibinas. O ambiente
folicular transita pela predominéancia de ativina para inibinas durante a evolugdo
do desenvolvimento dos foliculos. A ativina apresenta um importante papel no
desenvolvimento folicular inicial. Estudo avaliou o efeito da ativina em foliculos
pré-antrais isolados e expostos a cultura in vitro evidenciando o papel deste fator
no estimulo ao crescimento dos foliculos pré-antrais, além de atuar estimulando
a expressao do receptor de FSH nas células da granulosa. As inibinas, liberadas
pelas células da granulosa e células da teca, atuam suprimindo a liberacéo de
FSH pela hipéfise, contrariando o efeito da ativina. H4& um namero limitado de
estudos descrevendo um possivel efeito local das inibinas, a qual poderia atuar
estimulando um aumento na producdo de androgénios pelas células da teca e
suprimindo o RNA mensageiro (RNAmM) de FSHR (13).

Além das gonadotrofinas, outros fatores extraovarianos também modulam
a foliculogénese, como os neurohormdnios, sendo o hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) o mais relevante, o qual atua estimulando a secrecao e

a liberacéo das gonadotrofinas (18). A secrecdo de GnRH é controlada por uma
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complexa rede de comunicagdo neuroenddcrina de controle autocrino e
paracrino, através dos aminoacidos aspartato, &cidos gama aminobutirico A e B
(GABA), kisspeptina, noradrenalina, serotonina, dopamina, endorfinas,
melatonina, acetilcolina, opidides e dos proprios esteroides sexuais. Na hipofise,
mais precisamente nos gonadotropos, o GnRH liga-se a receptores especificos
gue induzem a expressao de RNAm para sintese de gonadotrofinas. Esteroides
sexuais, inibina, ativina, peptideos da familia dos fatores transformadores do
crescimento, além do préprio GnRH atuam regulando os receptores especificos

(11, 19, 20).

5.1 VIA DA FOSFATIDILINOSITOL-30-CINASE (Pi3K)

Os fatores que iniciam o processo de ativacdo folicular ndo séo
conhecidos. Entretanto, o conjunto de evidéncias atuais mostra um papel da via
de sinalizac&do da fosfatidilinositol-30-cinase (Pi3K-Akt) na regulacéo inicial do
desenvolvimento folicular. Modelos de camundongos geneticamente
modificados com delecdo de genes na via PTEN-Pi3K-Akt-FoxO3 exibiram
ativacao prematura de todos os foliculos dormentes. Nao esta claro como essas
vias regulam o desenvolvimento folicular humano, mas os modelos de cultura
facilitam o estudo desses processos (21, 22).

O gene phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
(PTEN) codifica uma enzima fosfatase que converte a fosfatidilinositol fosfato/
phosphatidylinositol phosphate (PIP) 3 em PIP2, a qual regula negativamente a
via de sinalizacdo Pi3K-Akt, suprimindo o inicio do desenvolvimento folicular. A
transcricdo do fator Forkhead Box O3 (FoxO3) atua a jusante nesta via,

resultando em inibicdo do recrutamento folicular. Se este gene sofre delecéo,
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resulta em ativacdo folicular dos foliculos primordiais dormentes de
camundongos (23, 24). A delecao de PTEN no odcito aumenta a fosforilacdo da
Akt e culmina com a exportacdo de proteinas FoxO3 (22) (figura 4).

A sinalizacdo mediada por Pi3K converge na phosphatidylinositol
phosphate dependent kinase-1 (PDK1), que fosforila Akt e a ativa. A Akt pode
tanto fosforilar quanto inativar tuberous sclerosis complex 2 (TSC2, or tuberin),
que leva a ativagdo do mammalian target of rapamycin complex 1 (mMTORC1)
(figura 4). O mTORC1 pode fosforilar e assim ativar a S6 quinase 1 (S6K1), que
por sua vez pode fosforilar e ativar a proteina ribossémica S6 (rpS6), otimizando
desta forma a traducdo de proteinas necessarias para o crescimento celular. A
manipulacdo dessa via pode ter importantes aplicacdes clinicas no campo da
preservacao da fertilidade (22).

O mTORC1, uma serina/ treonina cinase, participa na regulacdo da
ativacdo do foliculo primordial. Um estudo de Zhou et al. (2017) testou a
rapamicina, um inibidor especifico de mTORC1, para avaliar se esta droga
poderia inibir a ativacdo excessiva de foliculos primordiais de ovarios de
camundongos, ajudando a manter a reserva funcional do ovéario. Os
camundongos foram aleatoriamente separados em grupos e receberam
diferentes doses de ciclofosfamida (CY) associado a rapamicina. Apos diferentes
esquemas de tempo de tratamento, os ovarios foram avaliados. Neste
experimento, a rapamicina foi capaz de reduzir a perda de foliculos primordiais
(21).

Ovérios de camundongos tratados in vitro com inibidor farmacologico de
PTEN e um peptideo de ativacdo de Pi3K apresentaram ativacao dos foliculos

primordiais adormecidos. No experimento, esses ovarios foram transplantados
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para a capsula renal de receptoras ooforectomizadas adultas tratadas com FSH
para promover o crescimento folicular. Como resultado, foram encontrados ovos
maduros capazes de gerar prole viavel e fértil. Quando utilizados fragmentos
corticais humanos contendo foliculos primordiais, também foi possivel notar
ativagdo dos foliculos dormentes, culminando em foliculos grandes antrais
contendo o6citos maduro apds xenotransplante em camundongos
imunodeficientes (25). O mecanismo exato que estas vias participam da
regulacgéo folicular ainda nédo esta clara, mas os modelos de cultura facilitam o

estudo destes processos (4, 22, 26, 27).

A Estagios do desenvolvimento folicular de foliculo primordial a ovulatério. Todos foliculos em crescimento sao
ativados do pool de foliculos primordiais quiescentes.
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FIGURA 4. Adaptada de Telfer et al.,, 2013. Representacdo esquematica do
crescimento folicular do pool de foliculos primordiais e a influéncia da via

simplificada da Pi3K na ativacéo folicular (22).
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5.2. HORMONIO ANTIMULLERIANO

O horménio antimulleriano (AMH) € uma glicoproteina que pertence a
superfamilia do TGF- e produzido pelas células da granulosa de foliculos pré-
antrais e pequenos antrais (28). O ovéario comeca a produzir AMH ainda
intradtero, em torno das 36 semanas de gesta¢do, com 0 aumento dos niveis a
partir da adolescéncia e pico em torno dos 25 anos de idade. A reducdo dos
niveis hormonais é gradual até atingir niveis indetectaveis alguns anos antes da

menopausa (29).

A avaliacdo de ratos knockout que ndo produziam AMH evidenciou que
estes animais apresentavam maior quantidade de foliculos primordiais
recrutados, o que levava a deplecao folicular precoce da reserva ovariana (30).
Adicionalmente, experimentos in vitro de ovarios humanos (31), bovinos, ratos e
camundongos mostraram que a transicao de foliculo primordial para foliculo em
crescimento foi aumentada na auséncia de AMH e bloqueada quando o AMH foi

adicionado no meio de cultura (4).

Um estudo avaliou a expressdao de RNAm de AMH em camundongos
submetidos a tratamento in vivo com CY e o efeito do AMH associado ao
metabdlito ativo de ciclofosfamida em cultura de ovarios de camundongos ex
vivo. A expressdao do RNAmM de AMH em camundongos foi reduzida pela metade
nas primeiras horas apos o tratamento com CY. Quando adicionado AMH
humano recombinante em uma cultura ex vivo junto com CY, o ovario manteve
um namero maior de foliculos primordiais, com uma perda folicular de 17% no
grupo combinado (AMH+CY) e com uma perda de 53% no grupo com uso de CY

isolado, apds uma semana de cultura (3, 5).
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Sonigo et al. (2019) avaliaram o papel do AMH recombinante nos ovarios
de ratos, o efeito da coadministracédo de CY e de AMH no pool de foliculos
primordiais. Camundongos receberam injecéo intraperitoneal de CY isolada, CY
associada a AMH ou apenas veiculo no grupo controle, uma semana apds 0s
ovarios foram removidos, cortados e analisados. A proporcéo relativa de foliculos
primordiais foi significativamente maior nos ovarios de camundongos tratados
com CY + AMH quando comparado com os que receberam apenas a CY. A
FOXO3A, que é um fator de transcricdo e é fosforilado e exportado do nucleo
para o citoplasma durante a ativacao folicular, diminuiu significativamente nos
ovarios dos ratos tratados com AMH. Também foi constatado que a
administracdo conjunta do AMH n&o restaurou a ciclicidade estrogénica, mas
resgatou a fertilidade nos ratos tratados com CY. Os animais tratados apenas
com CY apresentaram uma reducdo significativa do numero de od0citos
resgatados apoés inducdo da ovulagcédo, sugerindo uma exaustdo dos foliculos

recrutaveis (4).

O AMH inibe o recrutamento de foliculos primordiais, evita a selecao de
foliculos por FSH e inibe a acdo da enzima aromatase, além de ser relativamente
independente de gonadotrofinas (29). O seu papel como inibidor intraovariano
da atresia folicular € de suma importancia na preservacdo do pool de foliculos
primordiais quiescentes, apresentando um fator chave na regulacdo do
recrutamento folicular (28). Desta forma, atua como regulador paracrino negativo

do inicio da foliculogénese (29).

O uso de HAM poderia ser uma opcdo de preservacdo da reserva

ovariana durante tratamentos quimioterapicos. Este hormdnio teria o potencial
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de atuar na manutencdo do ovéario em estado de quiescéncia, impedindo a
ativacdo do pool folicular sem interferir na atividade quimioterapica nos tecidos-
alvo, além de preservar a esteroidogénese e os beneficios clinicos a longo prazo

retardando ou evitando a insuficiéncia ovariana precoce.

6. RESERVA OVARIANA

Os ovarios apresentam um numero fixo de foliculos primordiais ao
nascimento, 0s quais constituem a reserva ovariana. A ativagao desses foliculos
€ responsavel pelo declinio irreversivel da fungéo reprodutiva ao longo dos anos
(1). Ainda durante a vida intrauterina, com aproximadamente 16 a 20 semanas
de gestacao, o feto apresenta o numero maximo de foliculos primordiais, em
torno de 7 milhdes. Ao nascimento, este niumero reduz para 1 a 2 milhdes e, ao
inicio da puberdade, restam apenas 300 mil foliculos primordiais. Ja durante a
vida reprodutiva, apenas 400 a 500 odcitos serdo ovulados. O declinio da reserva
ovariana com o passar do tempo € irreversivel e a taxa desta reducéo é variavel
entre as mulheres (2).

A reserva ovariana € influenciada pela idade, pela genética e por variaveis
ambientais. O termo “reserva ovariana” costuma ser usado para descrever o
potencial reprodutivo da mulher, refletindo o nUmero de odcitos pré-antrais. Os
marcadores de reserva ovariana comumente utilizados avaliam apenas a
guantidade de odcitos, sendo fracos preditores de qualidade. A idade da mulher
ainda é o melhor preditor de qualidade oocitaria (29). Atualmente, a avaliacdo da

reserva ovariana é (til para informar as pacientes sobre seu potencial reprodutivo
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em situacdes de tratamentos de reproducdo humana, de proximidade com
menopausa, de aconselhamento para jovens recebendo quimioterapia
gonadotoxica (29).

A manutencao da reserva ovariana envolve uma repressao continua da
ativacao dos foliculos primordiais através do equilibrio entre os fatores que
ativam o inicio do crescimento e fatores inibidores. Desequilibrios entre os
fatores ativadores e inibitérios podem induzir a deplecéo folicular acelerada, IOP
e infertilidade (4). Uma das grandes causas de reducdo da reserva ovariana
potencialmente evitdvel € o uso de drogas quimioterdpicas gonadotdxicas
utilizadas no tratamento de alguns tipos de neoplasias. Essas drogas podem
desencadear ativacdo folicular exacerbada e levar a deplecédo acelerada e

prematura da reserva folicular.

7. CANCER E INFERTILIDADE

O cancer € umas das principais causas de adoecimento e Obito da
populacdo mundial e avancos nos tratamentos resultam em taxas crescentes de
sobrevida (32). Desta forma, os efeitos adversos a longo prazo do tratamento,
como a IOP devem ser evitados ou atenuados (3). A comunidade cientifica busca
tratamentos mais efetivos e especificos, visando aumentar as taxas de cura com
a menor toxicidade sistémica e gonadal. Mesmo com 0S avangos nos
tratamentos, o uso de quimioterapicos citotoxicos ainda é uma realidade (33).

A IOP é um efeito adverso indesejavel a longo prazo do tratamento de
neoplasias que utilizam esquemas guimioterapicos gonadotoxicos. Estas drogas

bY

podem levar mulheres a infertilidade, sendo a extensdo do dano ovariano
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dependente do tipo e da dose do medicamento (4). Além dos quimioterapicos, a
radioterapia também tem potencial de causar danos as gonadas. O risco varia
de acordo com a dose, o campo da radiagao e os esquemas de fracionamento.
A idade da paciente no momento do tratamento € um fator progndstico do
declinio da reserva ovariana. Além da lesdo ovariana, a irradiacdo da pelve pode
levar a reducdo da vascularizagdo uterina, com reducdo do volume uterino,
fibrose miometrial e dano endometrial, assim como associa¢cdo com desfechos
obstétricos negativos (6). Além de infertilidade, a IOP resulta em aumento da
morbidade devido a alteracdes decorrentes do hipoestrogenismo crénico, como
reducdo na massa Ossea, risco aumentado de doenca cardiovascular e

disfuncéo sexual e cognitiva (34).

Os mecanismos pelos quais alguns quimioterapicos podem danificar a
reserva ovariana sao largamente estudados, no entanto muitos deles ndo séo
totalmente conhecidos. Estudos sugerem que, por um lado, estes agentes
poderiam exercer toxicidade direta nos foliculos em crescimento, causando
danos no DNA e consequente apoptose. Por outro lado, poderiam desencadear
0 esgotamento da reserva ovariana através do recrutamento dos foliculos
primordiais via ativacao da via Pi3K, culminando com apoptose folicular (3, 35).

Recentemente, uma revisdo sistematica avaliou o efeito da quimioterapia
a longo prazo na funcéo ovariana em mulheres. Foram incluidos 45 estudos, com
um total de mais de 5000 pacientes. A média de idade da menopausa foi menor
em pacientes submetidas a quimioterapia do que na populacdo em geral. Os
fatores de risco mais importantes para o surgimento de disfuncao ovariana foram

0 uso de agentes alquilantes e idade mais avancada no inicio do tratamento. (1)
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O Childhood Cancer Survival Study, estudo de coorte desenhado para
avaliar infertilidade em pacientes ap0s tratamento para diversos tipos de cancer,
cujos desfechos primérios foram infertiidade e tempo para engravidar em
comparagao com controles de irmaos, demonstrou que os pacientes tinham risco
aumentado de infertilidade e maior intervalo de tempo para gravidez. Além disso,
as pacientes tiveram uma probabilidade menor de engravidar em comparacao
aos seus irmaos. (36)

Sendo assim, a preocupacéo com a preservacao da fertilidade deve fazer
parte do atendimento dos pacientes com cancer. Prevenir a disfuncdo ovariana
induzida pela quimioterapia seria importante para preservar as possibilidades de

concepcdes naturais ou mesmo medicamente assistidas apds os tratamentos

(4).

8. METODOS DE PRESERVACAO OVARIANA

Os métodos atualmente utilizados para preservar a fertilidade das
pacientes submetidas a tratamentos citotoxicos s80 a criopreservacdo de
embrides, de odcitos e de tecido ovariano. Entretanto, as técnicas disponiveis
apresentam indicacéo limitada a idade da paciente e ao status clinico. Além
disso, sdo procedimentos invasivos e que podem demandar tempo, ndo sendo
adequadas nos casos de meninas pré-puberes e nos casos em que o atraso no
inicio do tratamento n&o é aceitavel (5). E importante ressaltar que os métodos
de criopreservacao dependem de equipe e de laboratoério especificos, sendo de
alto custo financeiro (5, 34). O potencial de fertilidade pode ser afetado

simplesmente pelo avanco da idade como pelo tratamento do cancer ou varios
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outros fatores, incluindo condicdes metabdlicas, doencas autoimunes,

intervencdes cirurgicas especificas e procedimentos de redesignacdo sexual (6).

A criopreservacdo de embries ou od6citos sdo, atualmente, as Unicas
opcOes recomendadas em mulheres em idade reprodutiva. Com o progresso das
técnicas de criopreservacdo, embrides congelados apresentam taxas de
nascidos vivos semelhantes ou até maiores que as de embrides frescos. A
vitrificacdo dos odcitos € considerada a primeira op¢do para pacientes sem
relacionamentos estaveis e resulta em taxas de gravidez comparaveis aos
oocitos frescos sem aumento nas morbidades obstétricas ou neonatais. Também
€ possivel flexibilizar o inicio da inducdo da ovulacdo (fase folicular ou IUtea),
oportunizando o inicio da quimioterapia mais precocemente, sem prejuizo no
numero total de odcitos recuperados (6). Para minimizar o efeito do tratamento
de neoplasias na fertilidade, a transposicdo ovariana e uso de agonistas do

hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) foram estudados.

Os analogos do GnRH (GnRHa), durante muitos anos, foram
considerados como opcdo terapéutica para uso concomitante durante a
guimioterapia com objetivo de protecdo da reserva ovariana (21). A eficiéncia
desta medicacao na prevencédo da insuficiéncia ovariana prematura, apesar do
esperado, ainda é controversa (37). Uma meta-analise de ensaios clinicos
randomizados avaliou o papel da supressao temporaria do ovario com agonistas
do horménio liberador de horménio luteinizante (LHRHa) na prevencdo da
insuficiéncia ovariana prematura induzida por quimioterapia. O uso desta
medicacdao foi associado com reducao de risco, sem aparentes consequéncias

negativas no prognastico (38).
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Um estudo de Demeestere et al. (2016) analisou o efeito a longo prazo do
uso de um GnRHa durante o tratamento quimioterapico de pacientes com
linfoma. Os pacientes foram divididos de forma aleat6ria entre grupo controle e
grupo tratado com GnRHa e a fungéo ovariana e fertilidade foram avaliadas no
seguimento de 2, 3, 4,5 e 7 anos. O estudo concluiu que o uso desta medicacgéo
ndo é eficiente na prevencédo de IOP induzida por quimioterapia em pacientes
jovens com linfoma, assim como n&o tem influéncia na taxa de gravidez (39). O
uso de analogos apresenta dados conflitantes sobre a fungéo ovariana e taxa de

gravidez a longo prazo, necessitando de estudos confirmatérios adicionais (6).

A criopreservagao de tecido ovariano com posterior reimplante € uma
técnica experimental, uma possivel promessa para o futuro como alternativa
para preservar a fertilidade em meninas pré-puberes porém com possivel risco
de reimplante de células neoplasicas (6). O desenvolvimento de métodos
destinados a manter o ovario em estado de quiescéncia durante a quimioterapia,
protegendo dessa forma a reserva ovariana € muito estudado. A supressao do
desenvolvimento folicular poderia ser uma opcao as técnicas ja existentes, além
de ter o potencial de preservar a esteroidogénese e 0s beneficios clinicos a longo

prazo em retardar ou evitar a insuficiéncia ovariana precoce.

8.1 CULTURA DE FOLICULOS — MATURACAO IN VITRO

O desenvolvimento de condi¢cdes de cultura para células germinativas
imaturas € um dos maiores desafios da medicina reprodutiva tendo como
objetivo obter o6citos competentes. O crescimento completo in vitro de foliculos

primordiais com subsequente fertilizacdo in vitro seguida de transferéncia de
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embrido com filhotes vivos foi alcancada, até agora, somente em camundongos
.

O primeiro experimento com sucesso foi realizado por Eppig e O’Brien em
1996. A cultura foi realizada em duas etapas, iniciando por cultura de oito dias
de ovarios inteiros de camundongos recém nascidos, com foliculos primordiais
comecando a se formar, seguidos por dissociacdo enzimética do ovario,
isolamento e cultura adicional dos complexos de células odécito-granulosa dos
foliculos secundarios (22). Estudos subsequentes otimizaram a técnica com
resultado de indmeros filhotes. No entanto, os camundongos possuem a
peculiaridade de os foliculos formarem-se apds o nascimento, nos primeiros
dias, resultando em um ovério com pool de foliculos primordias uniforme, além
do fato dos ovarios serem pequenos o suficiente para possibilitar o cultivo intacto
e com a textura que facilita a dissociacéo enzimatica (40, 41). Em contraste aos
camundongos, nos primatas e na maioria das espécies domésticas, os foliculos
formam-se durante a vida fetal e os ovarios sdo mais volumosos para serem
cultivados inteiros, além de apresentar estroma firme, o que dificulta a
dissociacao enzimatica (22, 42).

Estudos mostram que apos iniciado o crescimento folicular dentro do
tecido cortical ovariano, os foliculos humanos podem evoluir para estagios mais
avancados de desenvolvimento, contudo, ndo é possivel completar seu
desenvolvimento e acabam nao sobrevivendo. Desse modo, para apoiar a
continuidade do crescimento folicular, é necessario liberar os foliculos do cértex
e do ambiente estromal, cultivando-os individualmente para limitar o efeito das

interacdes que possivelmente ocorrem dentro do tecido cortical (43).
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A maioria dos foliculos no tecido cortical ovariano encontra-se no estagio
primordial, inativo. Desse modo, a primeira etapa de um sistema para
crescimento folicular deve suportar o desenvolvimento precoce dos foliculos.
Entretanto, os fatores que regulam o crescimento precoce ainda nao estdo bem
definidos. Sabe-se que o0 processo requer uma combinacdo de inibidores,
estimuladores e fatores de manutencéo (22, 44).

O ambiente fisico dos foliculos dentro do cortex afeta sua resposta a
fatores ativadores e inibidores e, assim, influencia seu desenvolvimento. A forma
do corte do tecido e a espessura do estroma sdo fatores importantes na
regulacdo do inicio do crescimento folicular in vitro. Cubos ou tiras solidas de
tecido cortical humano apresentam menor iniciagdo ao crescimento e alta
proporgdo de foliculos atréticos em comparagdo com cortex cultivado como
"folhas" achatadas, onde grande parte do estroma subjacente € removido. Uma
vez o crescimento folicular iniciado dentro da tira, os foliculos podem evoluir para
estagios multilaminares, porém, a partir desse momento, o ambiente cortical
torna-se inibitorio para um maior crescimento (7).

Experimento utilizando pecas de tecido do coOrtex ovariano extraidas
através de biopsia, demonstrou que os foliculos primordiais humanos podem ser
ativados para crescer e desenvolver apés seis dias de cultura in vitro, com
deteccéo de foliculos pré-antrais multilaminares (secundarios). Apos a primeira
fase de cultura, os autores utilizaram meio de cultura isento de soro, sem matriz
de suporte e removeram a maioria do tecido estromal subjacente e todos os
foliculos em crescimento. Os foliculos foram novamente levados a cultura in vitro
por mais quatro dias, chegando no estagio pré-antral/antral precoce. O

experimento concluiu que, sob certas condicbes, € possivel obter o
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desenvolvimento de foliculos e odécitos a partir de foliculos primordiais / primarios
humanos. (43)

Um fator que representa um desafio técnico da maturacao folicular in vitro
€ o diametro tipico de um foliculo pré-ovulatério, que em humanos chega entre
15-20 mm. Alguns autores sugerem que talvez ndo seja necessario alcancar o
tamanho pré-ovulatério e que os foliculos possam ser cultivados em tamanhos
antrais muito menores com adequado crescimento e maturacdo do odcito.
Odcitos recuperados de foliculos com didmetro menores que 6 mm cresceram
durante uma cultura de maturacao in vitro por 40 horas adquirindo competéncia,
com desenvolvimento de filhos saudaveis (45).

Tendo em vista 0 complexo sistema regulatorio do desenvolvimento
folicular, permanece o desafio de criar sistemas de cultura cada vez mais
elaborados e complexos a fim de promover um ambiente similar ao ovario in vivo
e assim, através de fragmentos de tecido ovariano criopreservados, suportar o
crescimento folicular. O desenvolvimento e maturacdo completa dos o0citos in
vitro com competéncia para fertilizar, produzir embrides e obter prole viva € um
desafio.

O sucesso em camundongos fornece estimulo visando um dia ser
possivel o nascimento de humanos apds maturacao folicular in vitro. No entanto,
uma preocupacao é se o0s sistemas de cultura in vitro trazem interferéncias na
epigenética e alteracdes nos padrdes de imprinting do genoma com consequente
perturbacdo no desenvolvimento embrionario normal. Estudos dos odcitos
derivados de maturacéo in vitro de camundongos e de ovinos evidenciou correta

metilacdo do DNA. (22)
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Avancos na bioengenharia com desenvolvimento de matrizes e hidrogéis
sintéticos sdo de suma importancia para alcancar este objetivo. A capacidade de
sustentar a sobrevivéncia folicular, o crescimento, a diferenciacdo de células
somaticas e a maturacao das células germinativas € possivel em camundongos,
mas ainda € um objetivo a ser alcancado para preservacédo da fertilidade em

humanos (22).

9. CULTURA DE TECIDO OVARIANO

Os roedores costumam ser muito utilizados como modelos experimentais
na ciéncia e sdo excelentes para o pioneirismo de algumas tecnologias.
Entretanto, para avaliar a viabilidade de testes com aplicabilidade humana, &
necessario avaliar espécies intermediarias (grandes mamiferos) e, idealmente,
tecido humano. Foliculos de grandes mamiferos (vacas, ovelhas e cabras) sao
similares aos foliculos humanos em relacdo as taxas e tamanho de crescimento,
no entanto, o prolongado tempo de foliculogénese in vivo, estimado em mulheres
em aproximadamente 90 dias, considerando o inicio do crescimento de um
foliculo primordial até o estagio pré-ovulatorio, difere de outros mamiferos (7).

A impossibilidade de acesso ao tecido ovariano humano, livre de doencas,
de mulheres jovens - por aspectos éticos - resulta na dificuldade de estabelecer
uma cultura ovariana in vitro eficiente. O desenvolvimento desta técnica seria de
extremo valor para apoiar tanto o crescimento de foliculos quanto para contribuir
com o melhor conhecimento das vias regulatorias. Além da possibilidade de
realizacdo de testes com diferentes moléculas para avaliar alternativas de

tratamentos. Na literatura médica, ha poucos artigos originais publicados sobre
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esse topico devido as barreiras a aquisicdo deste tecido e as lacunas no
conhecimento sobre o inicio do crescimento folicular. Tais dificuldades
contribuem para o lento ritmo de conhecimentos nesta area. Poucas instituicdes
ao redor do mundo dedicam-se ao estudo da cultura de tecido ovariano humano,
entretanto, achar caminhos para ultrapassar as barreiras aumentara o ritmo e a
gualidade necesséria nos estudos e consequente desenvolvimento de opcdes
viaveis e seguras para preservar a fertilidade de pacientes jovens com cancer
(22, 46, 7). O desenvolvimento de técnicas para cultura de tecido ovariano e
consequente crescimento folicular in vitro surgiria como alternativa aos métodos
de transplante homologo de tecido ovariano, atenuando o risco de reintroducéao
de células malignas (46).

Outro aspecto importante a ser avaliado e que dificulta o estabelecimento
de padrdes comparativos € que a distribuicdo dos foliculos no cértex ovariano
humano é heterogénea, podendo apresentar variacdo na densidade de mais de
duas ordens de magnitude em pedacos aleatérios de tecido cortical do mesmo
ovario. Aléem da densidade ser variavel na sua distribuicdo, o estagio dos
foliculos também se apresenta de modo heterogéneo entre diferentes
fragmentos do cértex de um unico ovario, sendo assim dificil estabelecer uma
comparacao entre o numero de foliculos em um fragmento utilizado como
controle inicial com aqueles apds cultura. Os foliculos primordiais, embora
distribuidos de maneira muito desigual no cortex ovariano, apresentam uma
correlacao linear entre a idade e a densidade folicular (47).

Sendo assim, devido a quantidade limitada de tecido humano disponivel
para uso clinico e pesquisa, bem como numeros reduzidos de foliculos em

amostras obtidas de pacientes mais velhas ou em pacientes com doenca
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ovariana, viu-se nos ovarios dos pacientes transgéneros masculinos submetidos
a cirurgia de redesignacdo de sexo uma oportunidade de estudo deste 6rgéo

nobre em pesquisa.

10. CIRURGIA DE REDESIGNACAO DE SEXO

Disforia de género € uma condi¢cdo em que o individuo experiencia uma
discrepancia entre o sexo genético/anatdmico e o género o qual se identifica,
resultando em sofrimento psicologico e o desejo de viver e ser identificado e
aceito como o género escolhido (18, 48).

O tratamento consiste em adaptacédo social ao género identificado, como
mudanca de nome, vestuario, dentre outros, assim como terapia
medicamentosa. No caso de adolescentes, esta terapia inicia com supressao
puberal, prevenindo o desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias
e apos, a partir dos 16 anos, segue com terapia hormonal (49). Para individuos
gue desejam uma aparéncia mais feminina ou masculina, ainda a cirurgia de
redesignacédo sexual € uma possibilidade a ser avaliada.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre apresenta um servico
especializado no acompanhamento destes individuos, de forma multidisciplinar.
Em transgéneros masculinos, é possivel a realizacdo de mastectomia,
histerectomia e anexectomia. Enquanto que, nos transgéneros femininos, €&
possivel a realizacao de genitoplastia de feminilizacéo e insercdo de prétese de
mamas.

A cirurgia dos transgéneros masculinos possibilita que os anexos possam

ser utilizados para fins de estudo, por se tratar de pacientes jovens e sem
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patologias ovarianas. O tecido ovariano de mulheres jovens e higidas &, por
questdes éticas, inacessivel para uso com finalidade de pesquisa cientifica.
Assim, se tem uma oportunidade Unica de estudo deste tecido, com a remocao
dos ovérios dos pacientes transgéneros masculinos.

Segundo publicacéo de Broecke et al. (2001), os ovarios removidos de um
transsexual masculino durante cirurgia de redesignacado de sexo podem ser
utilizados como material de estudo para cultura de tecido ovariano. O estudo
avaliou o ovério de um individuo de 21 anos, que fez uso de androgénio por 12
meses e apresentava normal proporcdo de foliculos primordiais (98,6%) e
priméario (14%). Conclui-se, entdo, que a terapia com testosterona leva a
amenorréia reversivel, com foliculos ovarianos preservados, sem esgotar ou

afetar o desenvolvimento dos foliculos primordiais (8).
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JUSTIFICATIVA

A realizacdo desse trabalho justifica-se em razao do exposto:

- Devido a ampla utlizacdo de agentes quimioterapicos citotoxicos
utilizados no tratamento de diversas doencgas, com potencial de desenvolvimento
de IOP e consequente infertilidade, técnicas de preservacao ovariana devem ser

estudadas e aprimoradas constantemente;

- Por questbes de ética e de seguranca é necessario desenvolver modelos
experimentais in vitro de cultura ovariana para oportunizar estudos de drogas

visando a protecao ovariana;

- A padronizacéo da cultura de tecido ovariano deve estar bem estabelecida

para permitir o uso de modelos experimentais;

- Diferente do cultivo celular, a cultura de tecido permite avaliar a interacao
entre diferentes tipos celulares, producdo de horménios, de fatores autdcrinos,

paracrinos e a interacdo com medicacoes.

Neste contexto, a padronizacao da cultura de tecido ovariano humano para
posterior avaliacdo do efeito de medicacfes e de hormdnios visando inclusive a

maturacéo folicular e oocitaria para preservar a sintese hormonal e a fertilidade.
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OBJETIVOS

Principal

Descrever as caracteristicas histolégicas do tecido ovariano humano

submetido a cultura.

Secundarios

1- Padronizar a técnica de cultura de tecido ovariano humano;
2- Definir o didmetro de corte do tecido e o nimero de dias em cultura;

3- Observar se existe desenvolvimento folicular em cultura.
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HIPOTESE

O tecido ovariano humano em cultura mantém suas caracteristicas

histolégicas.
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ABSTRACT

We aim to describe the histological characteristics of human ovarian tissue subjected to in vitro culture
from the ovaries of male transgender patients. Methods: In vitro experimental study. Samples were
collected during sex reassignment surgery for male transgender patients. Ovarian cortex was cut into
fragments of 2, 3 and 4 mm and placed in a 96-well plate suitable for cultivation at days zero, 2, 4, 6 and
8, when the histology was analyzed. Results: Stromal hyperplasia was observed in all samples. Presence
of stromal hyperplasia wasn’t associated with obtaining primordial or primary follicles. Peripheral
hypocellularity was another recurrent finding. Primordial and primary follicles were identified with a
heterogeneous pattern between fragments from the same patient and between different patients, and follicles
in more advanced stages of development (secondary and antral) were not found. There was an association
between the diameter of the ovarian fragments and the identification of primary follicles (p=0.036). The
number of days in culture was associated with histological signs of tissue suffering in the fragments
(p=0.002). The total number of follicles identified in the 2 mm diameter samples was significantly lower
than in the 4 mm diameter samples (p=0.031). Conclusion: Even after prolonged exposure to testosterone,
ovaries presented primordial and primary follicles, maintaining viability over the days exposed to the

culture. Follicles at more advanced stages of development were not identified.

Keywords: Ovary, Ovarian reserve, Fertility preservation, Tissue culture techniques, Sex reassignment

surgery.

52



DISCLOSURES

Funding: This research was supported by Fundo de Incentivo & Pesquisa (FIPE), Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Brazil. Project number 2018-0462.

Conflict of Interest Statement: None of the authors has any conflicts of interest related to this study,
whether financial or of any other nature. None of the authors has any relevant financial or nonfinancial
relationships to disclose.

Ethics approval: This project was evaluated and approved by the ethics research committee of the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre under the number 2018-0462.

Consent to participate: An informed consent form (ICF) was applied to authorize the use of ovarian
fragments in the present study. Patients were informed about the research and invited to participate by
signing the ICF, knowing that they could withdraw at any time.

Consent for publication: All authors read and approved the final manuscript as submitted.

Availability of data: The data that support the findings of this study are available from the corresponding

author, HEC, upon reasonable request.
Code availability: Not applicable

Authors' contributions: Helena von Eye Corleta and Alessandra Leal Bottini conceptualized/designed the
study. Alessandra Leal Bottini and VVania Marisia Santos Fortes dos Reis worked on the experiments. Llcia
Maria Kliemann, Helena von Eye Corleta and Alessandra Leal Bottini performed the analysis of the slides.
Helena von Eye Corleta, Alessandra Leal Bottini, Vania Marisia Santos Fortes dos Reis, Lucia Maria
Kliemann, Edison Capp, llma Simone Brum da Silva carried out the initial analyses, drafted the initial
manuscript, critically reviewed and revised the manuscript. All authors read and approved the final

manuscript as submitted.

53



INTRODUCTION

The ovaries have a defined number of primordial follicles at birth, which constitute the ovarian
reserve. The activation of these follicles is responsible for the irreversible decline in reproductive function

over the years (1), the rate of this reduction being variable among women (2).

One of the major causes of potentially avoidable ovarian reserve reduction is the use of
gonadotoxic drugs used in the treatment of neoplasms. These drugs can trigger exacerbated follicular
activation leading to accelerated and premature depletion of the follicular reserve. Thus, preventing ovarian
dysfunction induced by chemotherapy would be important to preserve the possibilities of natural or

medically assisted conception after treatments (4).

The methods currently used to preserve the fertility of patients undergoing cytotoxic treatments
are the cryopreservation of embryos, oocytes and ovarian tissue. However, the available techniques have
an indication limited to the patient's age and clinical status. In addition, they are invasive and time-
consuming procedures, not being adequate in the case of pre-puberty girls and in cases where the delay in
starting treatment is unacceptable (5). The cryopreservation of ovarian tissue with subsequent
reimplantation is an experimental technique, considered an alternative to preserve fertility in prepubertal
girls, however, with a possible risk of reimplantation of neoplastic cells (6).

The development of culture conditions for immature germ cells is one of the biggest challenges in
reproductive medicine, with the objective of obtaining competent oocytes. Complete in vitro growth of
primordial follicles with subsequent in vitro fertilization, followed by live embryo transfer, has been

achieved, so far, only in mice (7).

In view of the complex regulatory system of follicular development, the challenge remains to
create increasingly elaborate and complex culture systems in order to promote an environment similar to
the ovary in vivo and thus, through cryopreserved ovarian tissue fragments, to support follicular growth.
The impossibility of access to human ovarian tissue, free of diseases, of young women - due to ethical

aspects - results in the difficulty of establishing an efficient in vitro ovarian culture.

The sex reassignment surgery for male transgenders, which includes the excision of the ovaries,
allows the gonads to be used for study purposes. Testosterone therapy used for long periods by these
patients leads to reversible amenorrhea, with preserved ovarian follicles, without depleting or affecting the

development of primordial follicles (8).

Therefore, due to the limited amount of human tissue available for clinical use and research, as
well as reduced numbers of follicles in samples obtained from older patients or with ovarian disease, the
ovaries of male transgender patients are an opportunity to study this noble organ in research. The aim of
this article is to describe the histological characteristics of human ovarian tissue subjected to in vitro culture
from the ovaries of male transgender patients.
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METHODS

1. Study Design

This is an experimental in vitro study.

2. Sample of ovarian tissue

The samples were collected from the ovarian cortex of patients from the Gender Identity Program
(PROTIG), Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), who underwent sexual reassignment surgery
(pan-hysterectomy), with indication independent of this study. The criteria for inclusion in the study were
patients who underwent pan-hysterectomy, aged between 20 and 45 years old and who did not present

ovarian neoplasia. The sample was selected for convenience.

After obtaining fragments of the ovarian cortex, the specimen was sent for anatomopathological
analysis. The samples were identified and transported refrigerated to the laboratory in a medium composed
of Hank's salt solution (Gibco BRL Grand Island, N.Y, USA) and 1% kanamycin. In a laminar flow hood,
excess blood was removed, the samples were cut into fragments of 2, 3 and 4 mm of diameter with a

disposable biopsy punch (Kolplast, Brazil). After cutting, the samples were plated.

3. Invitro ovarian fragments culture

The ovarian cortex fragments were placed in a 96-well plate. Each well was filled with 200uL of
DMEM medium (Gibco BRL Grand Island, NY, USA) supplemented with 1% antibiotic (streptomycin),
25 mIU/mL recombinant FSH (GONAL-f®) and 5% fetal bovine serum (SBF - Gibco BRL Grand Island,
NY, USA). The tissue fragments were grown at 37°C in a humidified greenhouse, with constant injection
of 5% CO; for 2, 4, 6 and 8 days. The culture medium was changed every 48 hours and the fragments were
observed everyday under an inverted microscope. After 2, 4, 6 or 8 days of culture, the fragments were
fixed in 10% buffered formaldehyde.

4. Slide preparation and histological analysis

The formaldehyde fixed samples were sent to HCPA Experimental Pathology Unit where they
were embedded in paraffin and cut into 5pum series sections for histological analysis. The slides were stained

with hematoxylin/eosin.

To limit the effect of heterogeneous follicular distribution within the samples of the ovarian cortex
submitted to culture, random sections were performed per piece of ovary, with the purpose of covering the

entire fragment. The slides were evaluated under an optical microscope by an experienced pathologist.
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A primordial follicle was defined as the presence of an oocyte surrounded by a layer of spindle-
shaped granulosa cells and a primary follicle is an oocyte surrounded by cuboidal granulosa cells.
Secondary follicles are characterized by an oocyte that is completely surrounded by a pellucid zone and the
presence of at least two layers of granulosa cells. Antral follicles are defined by the presence of an antral
cavity (15).

5. Statistical analysis

The data were entered twice, revised and analyzed using the SPSS program, version 18.0 [SPSS
Inc. Launched in 2009. PASW Statistics for Windows, version 18.0. Chicago: SPSS Inc.]. Qualitative
variables were described as absolute (n) and relative (n%) frequencies. Therefore, Fisher's exact test was
applied and Yates’s correction for continuity was used when indicated. Quantitative variables were
expressed as medians, as distributed by the Shapiro Wilk normality test; so, the Kruskal-Wallis test and

Dunn-Bonferroni post hoc test were applied. For all analyzes, the significance level was set at 5%.

6. Ethical aspects and biosafety

An informed consent form (ICF) was applied to authorize the use of ovarian fragments in the
present study. Patients were informed about the research and invited to participate by signing the ICF,

knowing that they could withdraw at any time.

7. Place of execution of the project

The experiments were carried out in the Endocrine and Tumoral Molecular Biology Laboratories,
installed in the Department of Physiology at UFRGS and in Experimental Pathology, at the HCPA

Experimental Research Center.

8. Funding sources

This project obtained financial resources from the development agency FIPE-HCPA.

9. Waste disposal

After the experiments, the residues were packed in white bags, closed, sealed and identified with
a biological residue label with all the required information and delivered to the competent collection service
of the institution. Phenol residues were treated as chemical waste and collected by the collection service
based at the Chemistry Institute of UFRGS.
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RESULTS

Characterization of patients

The ovarian fragments studied were obtained at the time of sexual reassignment surgery (pan-
hysterectomy). The age of patients ranged from 25 to 34 years old, all of whom had used testosterone before
surgery. The onset age of using the hormone, the duration and time between suspension and surgery are

shown in table 1. In the macroscopic analysis, 3 of the 4 ovaries had cystic follicles.

Table 1 - Patient characteristics regarding age and use of transsexual hormone therapy.

Characterization of patients

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
Age (years) 34 25 27 32
Age beginning 31 22 24 29
treatment (years)
Duration of use (months) 27 30 22 33
Pre-surgical hormone suspension 1 2 12 3
(months)

Histological analysis of ovarian tissue culture

The histology of the ovarian fragments was analyzed at zero, 2, 4, 6 and 8 days of culture, with
stromal hyperplasia being observed in all samples, regardless of the culture day (Figure 1). Peripheral
hypocellularity was another recurrent finding, related to the advancing days of culture. Primordial and
primary follicles were identified with a heterogeneous distribution pattern between fragments from the
same patient and between different patients, and follicles in more advanced stages of development
(secondary and antral) were not found. In all the ovarian cortex fragments analyzed, the total number of

primordial and primary follicles identified was 267 and 224, respectively.

The total number of follicles found per patient according to the culture day is shown in Table 2.

There was no association between the culture day and the number of follicles found.

Table 2 - Total number of follicles per patient according to the culture day (samples in triplicates).

Number of follicles

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Total
Day 0 18 4 14 36 72
Day 2 0 19 4 45 68
Day 4 40 8 13 24 85
Day 6 12 4 13 74 103
Day 8 13 N/A 5 37 55
Total 83 35 49 216 383

There was an association between the diameter of the ovarian fragments and the identification of

primary follicles. Fragments with a diameter of 3 mm or more showed significantly more follicles
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(p=0.016), which was not found in relation to primordial follicles (Table 3). The presence of stromal
hyperplasia was not associated with obtaining primordial or primary follicles (p=0.042), detailed in table
4.

Table 3 - Association between tissue fragment diameter and the presence of primordial and primary follicles

in fragments up to 2 and 3 mm or more.

Tissue diameter P-value*
Up to 2 mm 3 mm or more
Primordial follicle
No 7 (46.7%) 13 (39.4%) 0.755*
Yes 8 (53.3%) 20 (60.6%)
Primary follicle
No 9 (60%) 8 (24.2%) 0.036*
Yes 6 (40%) 25 (75.8%)

*Fisher exact test. “Yates’s correction for continuity. Statistical significance accepted when p-value <
0.05.

Table 4 - Association between primordial and primary follicles and stromal hyperplasia.

Stromal hyperplasia P-value*
N&o Sim
Primordial follicle
No 12 (41.4%) 5 (31.2%) 0.541*
Yes 17 (58.6%) 11 (68.8%)
Primary follicle
No 6 (20.7%) 8 (50%) 0.090*
Yes 23 (79.3) 8 (50%)

*Fisher exact test. “Yates’s correction for continuity. Statistical significance accepted when p-value <
0.05.

The number of days in culture was not associated with the identification of primordial and primary
follicles (Table 5). However, it was associated with histological signs of tissue suffering in the fragments
(p=0.002) (Table 6).

Table 5 - Association between the presence of primordial and primary follicles and the number of days in

culture (< 4 days or > 6 days).

Number of days of culture P-value*
<4 days > 6 days
Primordial follicle
No 13 (44.8%) 7 (36.8%) 0.803"
Yes 16 (55.2%) 12 (63.2%)
Primary follicle
No 8 (27.6%) 9 (47.4%) 0.274*
Yes 21 (72.4%) 10 (52.6%)

#Yates’s correction for continuity. Statistical significance accepted when p-value < 0.05.

Table 6 - Association between culture time (< 4 days and > 6 days) and histological signs of tissue

suffering.
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Number of days of culture P-value*
Up to 4 days 6 days or more

Tissue suffering
No 20 (74.1%) 5 (26.3%) 0.002*
Yes 7 (25.9%) 14 (73.7%)
*Fisher exact test. Statistical significance accepted when p-value < 0.05.

The total number of follicles identified in the 2 mm diameter samples was significantly less than
in the 4 mm diameter samples (p=0.031; Kruskal-Wallis test, Dunn-Bonferroni's post hoc, normality was
tested by the Shapiro-Wilk test). However, when relating the 3 mm diameter samples to the 2 mm or 4 mm
samples, no difference was found (Figure 2).

Figure 1 - Histological sections of ovaries stained with hematoxylin and eosin (H&E) showing (A)
stromal hyperplasia (4x); (B) stromal hyperplasia with the magnification of the objective lens (40x); (C)
primordial follicle and (D) primary follicle (40x).
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Figure 2 - Total number of follicles and 2, 3 and 4 mm in diameter.
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DISCUSSION

The establishment of human ovarian tissue culture techniques in vitro would enable a better
understanding of the mechanisms involved in follicular growth and, consequently, the expansion of ovarian
preservation methods. Ethical issues minimize access to human ovarian tissue for research, with consequent
difficulty in standardizing and developing protocols for culturing this tissue. Transgender male patients, at
the time of the sex reassignment surgery, which includes the excision of the ovaries, make it possible to

obtain young human ovarian tissue without pathologies.

All patients undergoing this surgery undergo hormonal therapy with testosterone, as part of the
treatment of adaptation to the identified gender. In this study, even after prolonged exposure to testosterone,
the ovaries had viable primordial and primary follicles, maintaining viability over the days exposed to the
culture. Broecke et al. (2001) proposed that the ovarian cortex of these patients could be used
experimentally to obtain primary follicles, and from these, in xenograft models (mice), to reach more

advanced stages of growth. However, obtaining antral follicles was not possible (8).

The heterogeneous distribution of follicles in the human ovarian cortex found in this sample was
also reported by Schmidt et al. (2003), analyzing the cortex of three human ovaries. The primordial follicles
showed a density variation of more than two orders of magnitude in random pieces of cortical tissue from
the same ovary and the developmental stage of the follicles had a heterogeneous distribution (47). Another
important finding to be highlighted is that the cut size of the 4 mm fragment of the ovarian cortex allows
the identification of a larger number of follicles than smaller cuts, as well as easier manipulation during
plate cultivation, without showing a difference in relation to tissue suffering. It was also possible to identify
peripheral hypocellularity, found with the advance of days in culture, which is characteristic of tissue

culture, in which cells expand around the fragment and start to adhere to the material in the culture plate.

Stromal hyperplasia, a recurrent observation in the evaluation of fragments, has been described in
studies that evaluated the ovarian tissue of patients with a history of hormone therapy with testosterone (33-
36). These authors relate this finding to the androgenic microenvironment, resulting from previous exposure
to testosterone, and this association is due to the fact that this process is frequently observed in the ovaries
of patients with polycystic ovary syndrome (PCOS), with the androgenic microenvironment being one of

the foundations pathophysiology of this disease.

The presence of cystic follicles at macroscopy identified in this study is described in the literature
in patients with PCOS. A study that evaluated the ovarian histology of 12 male transsexual patients
described enlarged and multifollicular ovaries, a consequence of the direct or indirect effect of androgen
on the proliferation and growth of stromal ovarian cells. The follicular morphological changes found were

attributed to the increased stimuli of growth factors exerted by androgens. (49)

Comparative studies, such as that by Pache et al. (1991), which included 29 ovaries obtained from
17 transgender patients in amenorrhea after androgenic hormone therapy and 14 control ovaries, showed

greater ovarian volume, collagen thickening of the cortex and stromal hyperplasia accompanied by clusters
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of stromal cells in the ovaries of transgender patients (50). Another comparative study included ovaries of
19 transgender patients and 12 control patients and found, in the ovaries of transgender patients, an increase
in volume, multiple cystic follicles (89.5%), diffuse ovarian stromal hyperplasia (84.2%), collagenization

of the external cortex (68.4%) and luteinization of stromal cells (26.3%) (51).

Obtaining follicles in more advanced stages of development was not possible, nor was there any
development of follicles in vitro, probably due to inhibition by testosterone, despite what was previously
shown by Van Den Broecke, 2001(8). It has been shown that sex reassignment surgery is a unique
opportunity to obtain human ovaries for research, with proven follicular and tissue viability in up to 8 days
of culture. Further studies aiming at developing cortex culture protocols capable of supporting follicular

survival, growth and germ cell maturation in humans are essential.
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CONCLUSOES

Objetivo Principal: Descrever as caracteristicas histolégicas do tecido

ovariano humano submetido a cultura.

Foi possivel descrever as caracteristicas histolégicas do tecido submetido a
cultura, sendo identificados foliculos primordiais e primarios viaveis no decorrer

dos dias de cultura.

Objetivo Secundario 1: Padronizar a técnica de cultura de tecido ovariano

humano

A técnica utilizada foi estabelecida e descrita de forma reprodutivel em futuros

estudos.

Objetivo Secundario 2: Definir o diametro de corte do tecido e o niumero de

dias em cultura

O diametro de 4 mm é adequado para cultura de tecido ovariano com beneficio
de facilidade de manuseio em relacdo aos diametros de 2 e 3 mm, sem diferenca

em relacdo ao sofrimento tecidual.

Objetivo Secundario 3: Observar se existe desenvolvimento folicular em

cultura

Nado foi possivel identificar foliculos em estdgios mais avancados de

desenvolvimento.
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PERSPECTIVAS FUTURAS E CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo deste estudo traz algumas reflexdes sobre as perspectivas
na area de pesquisa de ovario humano. A cultura de tecido ovariano in vitro, além
de ser uma opgdo mais simples que a cultura folicular, ainda apresenta o
potencial de esclarecimento das complexas vias de ativacdo e supresséo
folicular. O aprofundamento de estudos nesta area se faz necessério para
possibilitar maior compreensdo dos eventos que culminam com o inicio do

desenvolvimento folicular.

Neste estudo, na avaliagdo dos fragmentos expostos a cultura in vitro,
notou-se a presenca de um percentual alto de foliculos primarios quando
comparados a proporcao de foliculos primordiais, independente do dia de
exposicao a cultura in vitro. Sendo assim, mais estudos serdo importantes para

confirmacédo e completo esclarecimento deste achado.

Finalmente, o congelamento do coértex ovariano dos pacientes
transgéneros submetidos a cirurgia para redesignacdo sexual seria uma opcao
interessante, no futuro, para os estudos de preservacdo de fertilidade. Assim
sendo, a possibilidade de obtencao de foliculos viaveis, mesmo apos uso de
hormonioterapia, viabiliza o primeiro passo neste caminho. Para que isso ocorra,
€ importante oferecer ao grupo de pacientes em estudo, previamente a cirurgia,

a opcao de congelamento tecidual ovariano.
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