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RESUMO

O ovario humano é responsavel por fornecer o0citos maduros e competentes para a
reproducdo e contém células que exibem marcadores de ceélulas-tronco, incluindo uma
subpopulacdo de células da granulosa. As inibinas podem ser consideradas um marcador de
atividade folicular e reserva ovariana. Ha evidéncias de que células menos diferenciadas com
caracteristicas de células-tronco podem indicar anormalidades da funcdo ovariana que levam a
infertilidade. SOX2 é um fator de transcricdo que determina o destino das células-tronco,
atuando como um ativador ou supressor de genes envolvidos na diferenciagdo, proliferacéo e
apoptose celular. Este estudo teve como objetivo investigar a expressdo génica e proteica de
SOX2 e alfa-Inibina em células da granulosa luteinizada (CGL) de pacientes submetidas a
estimulacdo ovariana controlada (EOC), e correlacionar esses marcadores com o numero total
de odcitos e nimero de od6citos maduros coletados, dentre outros parametros clinicos. Trinta e
duas mulheres submetidas a EOC para fertilizacdo in vitro foram prospectivamente incluidas
no estudo. As CGL foram isoladas do fluido folicular, e a expressdo da proteina e do gene
SOX2 e alfa-inibina em CGL foi avaliada por ICQ (cellblock) e PCRg. Os resultados
demonstraram imunocoloragdo positiva para alfa-inibina e SOX2 em CGL em todas as
pacientes, sendo que a marcacdo nuclear positiva de SOX2 foi observada na maioria das
células (média de 95%), com predominio de células com marcacdo nuclear forte (média de
64,2%). A marcacdo citoplasmatica foi positiva para alfa-inibina em todos 0s casos, com
média de 66% de marcacao positivas (40,6% com coloracdo forte, 25,7% com coloracdo fraca
e moderada). Em concordéncia, a expressdo de mRNA de alfa-inibina foi detectada em todas
as CGL das pacientes. No entanto, a imunolocalizacdo nuclear de SOX2 ndo apresentou
correlagdo com o numero de odcitos puncionados e sua maturacdo, assim como nao indicou
correlagdo com os parametros clinicos das pacientes submetidos a EOC. Entretanto, foi
observada pela primeira vez a ampla imunolocalizagdo nuclear de SOX2 em CGL, e, no
entanto, mesmo sem nenhuma correlacdo clinica significativa dessa marcacdo, a ampla
expressdo de SOX2 indica um potencial das células da granulosa na diferenciagdo em outros

tipos celulares, e seu potencial uso na medicina regenerativa.

Palavras-chave: Alfa-inibina; FIV, Células da Granulosa Humana; SOX2; Odcitos; Células-

tronco.



ABSTRACT

The human ovary is responsible for providing mature and competent reproductive oocytes and
contains cells that exhibit stem cell markers, including a subpopulation of granulosa cells
(GC). Inhibins can be considered a marker of follicular activity and ovarian reserve. There is
evidence that less differentiated cells with stem cell characteristics may indicate abnormalities
of ovarian function that lead to infertility. SOX2 is a transcription factor that determines the
fate of stem cells, acting as an activator or suppressor of genes involved in cell differentiation,
proliferation, and apoptosis. This study aimed to evaluate the gene and protein expression of
SOX2 and alpha-inhibin in the luteinized granulosa (hGC) cells of patients submitted to
controlled ovarian stimulation (COS) and the correlation with the total number of oocytes, the
number of mature oocytes collected, among other clinical parameters. Thirty-two women who
underwent HOC for in vitro fertilization were prospectively included in the study. GC was
isolated from the follicular fluid. The protein and gene expression of SOX2 and alpha-inhibin
were evaluated in GC by ICC (Cell Block) and gPCR. The results demonstrated positive
immunostaining for alpha-inhibin and SOX2 in CGL in all patients, and positive SOX2
nuclear was observed in most cells (95%), predominantly cells with strong nuclear staining
(64.2 %). In addition, positive cytoplasmic staining with alpha-inhibin in CGL was observed
in all cases, with an average of 66% of positive cells (40.6% with strong staining, 25.7% with
weak and moderate staining). Accordingly, the expression of alpha-inhibin mRNA was
detected in all patients’ CGL. However, the SOX2 nuclear immunolocalization did not
correlate with the number of punctured oocytes and their maturation. It did not indicate a
correlation with the clinical parameters of patients undergoing COS. However, for the first
time, extensive SOX2 nuclear immunolocalization in LGC was observed. Yet, even without
any significant clinical correlation of SOX2 staining, the wide expression of SOX2 indicates
the granulosa cells' potential to differentiate into other cell types and its potential use in

regenerative medicine.

Keywords: Alpha-inhibin; FIV, Human Granulosa Cells; SOX2; Oocytes; Stem cells.
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1 INTRODUCAO

As células da granulosa (CGs) constituem o revestimento interno do foliculo ovariano e
possui uma importante funcdo na maturacdo oocitaria, sendo que uma disfuncdo nessas
células podem ocasionar uma foliculogénese e esteroidogénese anormais. A presenca dessas
células é indispensavel para a formacdo de um microambiente favoravel, tanto bioquimico
guanto metabdlico, ao redor do odcito, visto que produzem hormdnios esteroides e néo
esteroides, e fatores de crescimento importantes para a maturacdo oocitaria (HENNET;
COMBELLES, 2012).

As celulas da granulosa possuem caracteristicas de células multipotentes, que se
transdiferenciaram em neurdnios, condroblastos, e osteoblastos in vitro na presenca de meio
LIF (fator inibidor de leucemia - uma citocina comumente usada em meios de cultura que da
suporte para o desenvolvimento e crescimento de células-tronco), sugerindo que no foliculo
ovariano, as células da granulosa estdo em varios estagios de diferenciacdo (KOSSOWSKA-
TOMASZCZUK et al., 2009). Foi encontrado LIF em ovarios humanos fetais e adultos
(ABIR et al., 2004) podendo ser detectado no liquido folicular e possivelmente relacionado na
transicdo de foliculos primordiais para primarios (NILSON; KEZELE; SKINNER, 2002).

Os fatores de transcricdo (FT) sdo importantes para regulacdo dos padrbes da expressdo
génica celular, controlando mudancas importantes no desenvolvimento, diferenciacdo e
funcdes das células. Os FT tém sua acdo em promotores génicos, sendo capazes de
potencializar a ativacdo ou repressdo da transcricdo de genes especificos. As proteinas
NANOG, OCT4, SOX2 sdo exemplos de FT expressos em células-tronco embrionarias
humanas (hESCs) e células-tronco cancerosas e apresenta uma importante funcdo na
manutencdo de caracteristicas de indiferenciacdo celular como a auto-renovagdo e
pluripoténcia (SMARAKAN et al., 2019).

Os FT da familia SOX controlam criticamente o destino e a diferenciacdo celular nos
principais processos de desenvolvimento, e sua regulacdo positiva ou negativa pode ser
importante para a maturacao de diferentes tipos celulares (KAMACHI; KONDOH, 2013). O
fator de transcricdo SOX2 tem papel fundamental na regulagéo das caracteristicas das células-
tronco, demostrando importancia em varias fases do desenvolvimento embrionéario e

influenciando no destino celular e diferenciacdo (HAGEY et al., 2018).
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As Inibinas sdo glicoproteinas da superfamilia do fator de crescimento TGF-B,
compostas pelas subunidades afA (inibina A) ¢ affB (inibina B) (PAIWATTANANUPANT,;
PHUPONG; 2008), sdo sintetizadas por diversos tipos celulares e em diversos tecidos e
orgdos diferentes. A fonte de inibina B sdo as células da granulosa nos foliculos em
desenvolvimento, o que se torna um marcador de atividade folicular, com niveis elevados na
fase folicular e niveis baixos e até indetectaveis na p6s-menopausa e a inibina A é secretada
pelo corpo luteo e pela placenta (REIS; REZENDE, 2009).

Podemos observar na literatura que a diferenciacdo das células da granulosa, assim
como a acdo de fatores de crescimento sobre elas é de suma importancia para sua funcéo,
sendo indispensavel para sua atividade fisiologica e consequentemente para a maturacao
oocitaria (ALAM; MIYANO, 2019). Estudos tém descrito a expressdo de marcadores de
células-tronco em células da granulosa, incluindo OCT-4, NANOG e SOX2, como também a

capacidade de transdiferenciar células da granulosa in vitro (JOZKOWIAK et al., 2020).

Na reproducdo humana assistida, o estudo do ambiente que cerca o odcito, como as
células da granulosa e o liquido folicular, fornece pistas importantes sobre sua qualidade, uma
vez que sua avaliacdo direta € limitada pela necessidade de submeté-lo, apenas, a técnicas ndo
invasivas a fim de preserva-lo. Além disso, observa-se na literatura que a diferenciacdo das
células granulosas € importante para sua funcdo e para matura¢do oocitaria. Diante do
exposto, esse estudo justifica-se pela busca de indicadores de qualidade funcional do odcito e
do ambiente no qual esta inserido com o objetivo de aumentar a probabilidade de gravidez das
pacientes, além de investigar fatores de transcricdo relacionados a diferenciacédo celular, como

por exemplo, SOX2.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressdo génica e proteica de
SOX2 e alfa-Inibina em células granulosa humana luteinizada de pacientes submetidas a
Hiperestimulacdo Ovariana Controlada (HOC) e correlacionar com os pardmetros clinicos das
pacientes, assim como investigar o padrdo de expressdo de SOX2 nas células da granulosa

humana, e seu impacto na foliculogénese e maturacdo oocitéaria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FOLICULOGENESE OVARIANA

Apesar de muitos dos processos compreendidos na reproducdo feminina serem ciclicos,
0 desenvolvimento e a atresia dos foliculos ocorrem de forma continua desde a vida
intrauterina até o final da vida reprodutiva (CAMPOS et al., 2011a). Durante a vida
reprodutiva um pequeno numero de foliculos primordiais é estimulado a crescer, quando
inicia o crescimento, os foliculos entram em um processo de desenvolvimento e maturagéo,
porém a maioria dos foliculos, ndo atingira a ovulacdo, visto que a maioria passa por um
processo fisioldgico denominado como atresia folicular (FAIR, 2003; MARSTROM et al.,
2002).

O foliculo € visto como a unidade morfoldgica e funcional do ovério, definido por um
odcito que € circundado por células somaticas (células da granulosa) e é responsavel por
oferecer um ambiente propicio para o crescimento e maturacdo do oécito (CORTVRINDT;
SMITZ, 2001). O ovério é responsavel por promover o desenvolvimento dos foliculos e a
ovulacdo, bem como a producdo de hormonios que controlam o ciclo menstrual e a gravidez
(JOZKOWIAK et al., 2020).

A foliculogénese pode ser caracterizada como o processo de formagéo, crescimento e
maturacdo folicular, inicia com a formacdo do foliculo primordial, primario, secundario,
terciario e atingindo o estadio de foliculo de Graaf ou pré-ovulatério e posteriormente o corpo
lateo. (Figura 1). (CAMPOS et al., 2011a). Durante a foliculogénese, a angiogénese é
essencial para a funcdo das células da granulosa, fornecendo nutrientes e oxigénio
(JOZKOWIAK et al., 2020).
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Figura 1- Desenho esquematico do ovario caracterizando cada estagio da foliculogénese.
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Fonte: MARTINS, 2009.

A morfologia folicular é modificada constantemente no decorrer do processo da
foliculogénese, tendo como principal funcdo o desenvolvimento do odcito, a proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa e da teca e também o aparecimento da cavidade antral
(BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006).

Diante das modificagdes morfoldgicas pode-se constatar que a populacéo folicular nos
ovarios € muito heterogénea (SAUMANDE, 1991). Dessa maneira, conforme o estagio de
desenvolvimento, os foliculos sdo classificados em pré-antrais (primordiais, primarios e

secundarios) ou antrais (terciarios e pré-ovulatorios) (CAMPOS et al., 2011a).

Os foliculos primordiais comp&em o pool de reserva folicular, apresentando cerca de
95% de toda populacdo folicular nos ovarios dos mamiferos. O foliculo primordial inicia a
fase de crescimento por meio de um processo denominado ativagdo folicular, quando os
foliculos decorrem do pool de repouso para entrar no pool crescente. Esse acontecimento é
definido por varias mudancas morfoldgicas que compreende o aumento do diametro oocitario,

a proliferacdo das células da granulosa, mantendo uma Unica camada, e também a mudanca
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do formato destas células de pavimentosa para cubicas (Figura 2A) (MCGEE; HSUEH,
2000).

Os foliculos sdo designados primarios quando o odcito passa a ser circundado por uma
camada completa de células da granulosa de formato cubico (GOUGEON; BUSSO, 2000).
No decorrer do crescimento destes foliculos, as células da granulosa se proliferam e ocorre
um aumento do tamanho do odcito e do conteddo proteico (LIU et al., 2015). Uma
caracteristica determinante é a presenca de uma zona pellcida, constituida por glicoproteinas
(ZP1, ZP2 e ZP3), que circunda o odcito (LEE V, 2000) (Figura 2B). Nos estagios iniciais do
processo de desenvolvimento, o hormoénio anti-milleriano (AMH), é produzido pelos
foliculos e demostra ser um marcador promissor na indicacdo da quantidade e qualidade do
foliculo ovariano (THEMMEN, 2005).

Figura 2 - Crescimento Folicular.

Foliculo primordial Foliculo primario

Lamina basal Zona
peltcida \
Células em
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ular formacido @ :
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Lamina basal
Ovécito | A Zona pelucida é produzida
pelo ovocito |

Legenda: A. Foliculo Primordial, o6cito envolvido por uma tGnica camada de células da granulosa. B. Foliculo
Primério, odcito envolvido por camada de células da granulosa de forma cubica, inicio da formacdo da zona
pelicida. Fonte: SILVA, 2010a.

Os foliculos sdo descritos como secundarios, quando apresentam duas a trés camadas de
células da granulosa com formato cubico e células da teca em torno da membrana basal. A
zona pellcida se torna mais evidente e o odcito entra em fase de crescimento intensivo
aumentando seu volume, devido ao acimulo de &gua, ions, carboidratos, proteinas e lipideos
(MCGEE; HSUEH, 2000) (Figura 3). Nessa fase as células da granulosa desenvolvem o
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hormoénio  foliculo-estimulante  (FSH), estrogénio e receptores de androgénio.
Simultaneamente as células da teca adquirem receptores de hormonio luteinizante (LH) e a
capacidade de sintetizar hormonios esteroides (STRAUSS; WILLIAMS, 2014).

Figura 3 - Foliculo secundério.
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Legenda: Od6cito secundario envolvido por camadas de células da granulosa de formato cibico, presenca de
células da teca interna e extrerna, zona pelucida evidente e formacdo da cavidade antral. Fonte: SILVA, 2010a.

A fase em que os foliculos passam a ser designados terciarios ou antrais € caracterizada
por células da granulosa que sdo dispostas em varias camadas, com a formacgdo de uma
cavidade repleta de fluido folicular, entre essas camadas de células da granulosa, que pode ser
denominada antro. O fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua, eletrolitos,
proteinas séricas e uma alta concentracdo de hormdnios esteroides secretados pelas células da
granulosa (CAMPOS et al., 2011a) (FIGURA 4).
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Figura 4 - Foliculo terciario ou Antral
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Célula folicular
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Inicio da formacao do antro

Legenda: Presenca de células da granulosa dispostas em varias camadas e formagdo de uma cavidade
cheia de liquido folicular (antro). Fonte: SILVA, 2010a.

O foliculo maduro (de graaf) é formado por um odcito, na fase da meiose metéfase I,
totalmente desenvolvido, pronto para ser fecundado. O odcito € circundado pela zona pellcida
e por células da granulosa que constitui a corona radiata e o cumulus oophorus, envolvido por
uma pequena cavidade antral, uma membrana basal e duas camadas de células tecais, sendo a
teca interna e teca externa (JONES; SHIKANOV, 2019) (Figura 5).

Figura 5 — Foliculo maduro (de Graaf)

Foliculo maduro (de Vaso sanguineo
Graaf) da teca interna

Vasos sanguineos

Corona radiata

Teca interna

Teca externa

Cumulus oophorus  Zona pellucida

Legenda: Presenca de o6cito totalmente desenvolvido, circundado por corona radiata e cumulus
oophorus, cavidade antral e células da teca interna e externa. Fonte: SILVA, 2010a.
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Dentre os vérios fatores que podem estar compreendidos no inicio da formacdo do
antro, ressalta o Fator de Crescimento e Diferenciacdo 9 (GDF-9) e a Proteina Morfogenética
Ossea 15 (BMP-15), originarios do o6cito; as células da granulosa produzem varios fatores
autocrinos e paracrinos como Kit-L, ativinas, inibinas, horménio antimulleriano (AMH) e
Fator do Crescimento Transformador o (TGF- a) que sincronizam o crescimento do odcito, a
proliferacdo das células da granulosa e a diferenciacdo das células da teca (DUMESIC et al.,
2015).

Depois da formacéo do antro, os foliculos se tornam dependentes de gonadotrofinas, em
que o FSH e LH que determinam os mecanismos primarios a fim de controlar a selecdo e a
dominéncia dos foliculos, através dos eixos de feedback entre hipotadlamo-hipofise-ovario
(HENNET; COMBELLES, 2012). O FSH é o principal horménio que controla o
desenvolvimento dos foliculos, resultando na sintese e secrecdo de estradiol e inibina pelas

celulas da granulosa dos foliculos maiores e dominantes (YU et al., 2003).

E considerado que a dominancia folicular comega quando os foliculos maiores atingem
altos niveis do fator de crescimento semelhante & insulina - 1 (IGF-1), estradiol e inibina,
sendo a inibina responsavel por modular a liberacdo de FSH pela adenohipofise
(DRIANCOURT, 2001). Ao mesmo tempo, os foliculos obtém mais receptores para LH, 0s
que tornam menos responsivos ao FSH e consequentemente cada vez mais dependentes de LH
(SARAIVA et al., 2010). Concluida a dominéncia folicular, os foliculos crescem rapidamente
e o pico de LH finalmente resulta na ovulacao (Figura 6) (MATSUDA et al., 2012).

Depois da ovulacdo, o local ocupado previamente pelo foliculo é preenchido por
fibroblastos, células do sistema imune e células musculares lisas (WEBB et al., 2002), células
endoteliais, células da teca interna e células da granulosa que sofrem hiperplasia e/ou
hipertrofia (BERTAN, 2004). Essas células em conjunto, proporcionam primeiramente a
formacdo de uma estrutura denominada como corpo hemorragico, que se organiza para

desenvolver o corpo lateo (DIAZ et al., 2002).
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Figura 6 - Desenvolvimento folicular.

Fase independente de FSH FSH e LH
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Legenda: Nas fases dependentes e independentes de gonadotrofinas. Ao longo de toda esta diferenciagéo
parte da populacéo folicular serd eliminada por atresia. Fonte: SILVA et al., 2006b.

2.2 ESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA

A infertilidade é uma doenca do sistema reprodutor masculino ou feminino, definida
pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como a incapacidade de um casal em alcancar a
gravidez ap6s um ano ou mais de relacBes sexuais regulares sem protecdo contraceptiva
(LEAVER, 2016). No sistema reprodutor masculino a infertilidade é frequentemente causada
por problemas na ejecdo do sémen, auséncia ou baixos niveis de espermatozoide, ou forma
anormal (morfologia) e movimento (motilidade) do esperma. No sistema reprodutor feminino
a infertilidade é causada por varias anormalidades dos ovarios, Utero, trompas uterinas,
sistema enddcrino, dentre outras (VENKATESH; SURESH; TSUTSUMI, 2014).

As estimativas indicam que a infertilidade afeta milhGes de pessoas em idade
reprodutiva em todo o mundo ocasionando um impacto sobre a saude psicologica do casal
(ZHANG et al., 2016). Teoricamente, tentativas para aumentar 0 numero de odcitos podem
ampliar as chances de ocorrer fertilizacdo em pacientes anovulatorias. Deste modo, protocolos
de estimulacdo ovariana foram elaborados, podendo ser utilizado isoladamente ou em

conjunto com inseminacdo intrauterina e outras tecnologias de reproducdo assistida
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(PASQUALOTTO, 2007).

A Estimulacdo Ovariana Controlada (EOC) ¢ a base dos procedimentos de reproducéo
assistida para o tratamento da infertilidade. Tem como objetivo obter um nimero adequado de
odcitos que serdo fertilizados in vivo como o coito programado e inseminago intrauterina ou
coletados, através de uma aspiracdo folicular, para serem fertilizados por técnicas in vitro
como a fertilizacdo in vitro (FIV) e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
(LOBACH et al., 2017). A estimulacdo ovariana € um processo individual, levando em
consideragdo varios fatores como a idade da mulher, reserva ovariana, duragdo e causas da
infertilidade (CHAUFFOUR et al., 2016).

A probabilidade de atingir bons resultados na reproducdo assistida estd associada a
qualidade dos gametas utilizados para gerar os embrides. Para conceber um od6cito maduro e
de qualidade ao longo da foliculogénese é importante que o processo de desenvolvimento e

maturacao folicular seja bem regulado (ALMEIDA et al., 2018a).

A avaliacdo direta dos oocitos é limitada, portanto considera-se a necessidade de usar
outras técnicas nao invasivas, como a analise morfométrica e morfoldgica, sendo relevante a
descoberta de marcadores de qualidade no fluido folicular e nas células da granulosa, que
visam a melhoria dos resultados de tratamentos de tecnologias de reproducdo (WALLACE et
al.,2012). Lobach et al., 2017 evidenciou que o aumento da expressao do gene da caspase-3
em células da granulosa estd associado a pior resposta ovulatéria em humanos, podendo ser

considerado um marcador da qualidade oocitaria.

A qualidade oocitaria € um dos fatores mais importantes, podendo ser um indicador de
uma probabilidade de uma gravidez bem-sucedida, consequentemente um microambiente
folicular apropriado é indispensavel para a foliculogénese normal, para o desenvolvimento do

odcito e posteriormente a ovulacdo (LOBACH et al., 2017).
2.3 CELULAS DA GRANULOSA
As células da granulosa sdo células somaticas que comunicam intimamente com o

oocito desde quando o foliculo se forma até a liberagcdo do odcito na ovulacdo, atuando como

parte importante no desenvolvimento do foliculo e no processo de foliculogénese (DZAFIC;
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STIMPFEL; VIRANT-KLUN, 2013). A funcdo das células da granulosa na regulacdo da
foliculogénese em humanos inicia ja na vida intrauterina com comego da producéo de acido
retindico (RA) pelas células pré-granulosa, estimulando grupos de oog6nias a iniciar a
meiose, transformando-se em odcitos. Em seguida, os o0citos sdo envoltos por um epitélio
simples de células pré-granulosa escamosas, desenvolvendo os foliculos primordiais
(BAUMGARTEN; STOCCO, 2018).

As ceélulas da granulosa forma uma monocamada ao redor da oogb6nia no foliculo
primordial e posteriormente ird estabelecer &s inumeras camadas do cumulus oophorus que
envolve o o6cito no foliculo pré-ovulatdrio. No decorrer do desenvolvimento folicular, tanto o
odcito quanto as células da granulosa passam por modificacdes funcionais e morfologicas
significativas (DUMESIC et al., 2015).

As células da granulosa sdo caracterizadas como células grandes e globosas, de
citoplasma amplo e eosinofilico, por vezes de aspecto granular, o nucleo € globoso, amplo e
basofilico, com alguns nucléolos evidentes (Figura 6). As células da granulosa podem ser
encontradas aderidas umas as outras, agrupadas em tamanhos variaveis, denominado clusters,
ou isoladas e cercada de hemécias. (ALMEIDA et al.,2018a).
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Figura 6 - Fotomicrografia de cell block demostrando células da granulosa humana luteinizada, coradas pela
Hematoxilina e Eosina (HE).
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Legenda: Grupo de células da granulosa que apresentam citoplasma amplo e eosinofilico, por vezes de aspecto
granular, com o nucleo globoso, amplo e basofilico, aumento 20X. No insert, observa-se células da granulosa
com nucléolos evidentes (asterisco). Fonte: Laboratorio do Comportamento Celular — ICB/UFMG.

As células da granulosa demostram distintos graus de diferenciagdo conforme sua
localizacdo folicular e estaddio de crescimento do foliculo ovariano (VIREQUE, 2013). A
morfologia dessas células difere muito em algumas regides, existem populagdes incluindo
células menos diferenciadas e populacdes altamente diferenciadas (KOSSOWSKA-

TOMASZCZUK; GEYTER, 2012).

Em todos os estégios de diferenciacédo, as células da granulosa s&o constituintes criticos
para a nutricdo e maturacdo do gameta feminino, formando um ambiente metabodlico e
hormonal fundamental para coordenar a receptividade uterina com a liberacdo dos odcitos
maduros e suportar os primeiros estagios da gravidez (BAUMGARTEN; STOCCO, 2018).
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Cultura de células da granulosa tem sido utilizada frequentemente para estudar a
diferenciacdo in vitro de células ovarianas e assim utilizadas em tecnologia de reproducao
assistida (TRA) para apoiar a maturacdo in vitro em cultura de odcitos e embrides
(VIREQUE, 2013). Dentre as celulas foliculares, as células da granulosa exibem o maior
potencial de células-tronco (DZAFIC; STIMPFEL; VIRANT-KLUN, 2013).

As células-tronco sdo definidas pela capacidade de se auto-renovar continuamente e ter
grande potencial de se diferenciar para produzir alguns ou todos os principais tipos de células
especializadas do mesmo tecido ou 6rgdo. Essas células tém a finalidade de formar tecidos e
0rgdos durante o desenvolvimento dos mamiferos e mantém a renovacdo celular
proporcionando a capacidade regenerativa em alguns tecidos adultos (SIMONS; CLEVERS,
2011). Existe dois tipos fisiologico dessas células, que estdo presentes em diferentes estagios
da vida, as células-tronco embrionéarias (hESCs) e as células-tronco adultas (ASCs)
(ALVAREZ et al., 2012).

As células-tronco embrionarias (hESCs) compdem a massa celular interna do
blastocisto antes da implantagdo. No decorrer do processo de embriogénese, as células
estabelecem agregacdes chamadas de camadas germinativas: endoderme, mesoderme e
ectoderme, cada um provavelmente dando origem a células e tecidos diferenciados do feto e
em seguida, do organismo adulto. Apds as hESCs diferenciarem em uma das camadas
germinativas, elas tornam-se células- tronco multipotentes, da qual a potencia é limitada

apenas as células da camada germinativa (ALVAREZ et al., 2012).

As células-tronco adultas (ASCs) sdo provenientes das hESCs existente em todo o
corpo, tem capacidade de se dividir e gerar tanto uma nova célula idéntica e com 0 mesmo
potencial, como outra diferenciada, sdo denominadas multipotentes por serem menos versateis
que as células-tronco embrionarias (ZAKRZEWSKI et al.,2019).

Estudos demostram que existem um pool de celulas-tronco em ovarios maduros de
camundongos e humanos, que ddo origem a oogénese e a foliculogénese. E através dessas
células-tronco que o foliculo primario pode ser produzido no decorrer do periodo reprodutivo
(KRANC et al., 2019). Anteriormente acreditava-se que o numero de foliculos primarios é
determinado e definido antes do nascimento, porém nos Gltimos anos, comprovou que todo

tecido ou 6rgdo, incluindo o ovério, inclui uma populagéo de células-tronco com competéncia
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para se diferenciar (PARTE et al.,2011).

Experimentalmente, as células da granulosa indicam ter propriedades semelhantes a
células-tronco, as subpopulacbes de células-tronco luteinizada expressam fatores de
transcricdo como OCT-4, NANOG e SOX-2 (marcadores de células-tronco embrionarias),
entretanto a expressdo demostrou variagfes de acordo com o estagio de maturacao das células
da granulosa isoladas (KOSSOWSKA-TOMASZCZUK; GEYTER, 2012).

Esses fatores de transcricdo sdo importantes, uma vez que condiciona o fenotipo de
células-tronco embrionérias pluripotentes (RODDA et al., 2005) e sdo bastante expressos
nesse estado, sendo que a inibicdo ou remocao de qualquer um desses genes sucede na
diferenciacdo dessas células-tronco embrionarias. Contudo, os fatores de transcricdo tém uma
importante funcdo na manutencdo da pluripotencialidade de células-tronco (CHAMBERS;
TOMLINSON, 2009).

24 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A regulagio da expressdo génica é um processo indispensavel para todas as células. E
por meio desse mecanismo que a célula consegue responder devidamente aos estimulos
internos e externos, gerando uma resposta apropriada e diferenciada para cada situacdo, a
partir de um mesmo material genético. Varios mecanismos permitem essa modulacdo da
resposta celular, porém o controle da transcricdo aparenta ser o mais relevante para a maioria
das células, visto que modera diretamente a sintese de moléculas de RNA, intermediarias
entre 0 DNA e as proteinas (ALBERTS et al., 2010).

O controle da transcricdo de RNA mensageiro na célula implica trés elementos
principais: o promotor; regido responsavel por possibilitar a ancoragem da RNA Polimerase |1
e 0 comeco da transcricdo do DNA, fatores de transcrigdo; proteinas que se ligam a RNA
Polimerase Il e podem tanto estimular niveis mais eficientes de transcricdo quanto reprimi-la,
regides reguladoras; regides do DNA que atraem e ligam fatores de transcri¢do, que vai
induzir seu contato com o complexo RNA polimerase Il (ALBERTS et al., 2010). Os fatores
de transcrigdo sdo proteinas capazes de se ligar a certas sequéncias de DNA e promover a
estimulacdo ou o bloqueio do recrutamento da enzima RNA Polimerase Il para o gene alvo e

consequentemente permitir ou inibir a transcri¢do génica (Figura 7) (GRIFFITHS, 2000).
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Figura 7 - Acéo dos fatores de transcrigéo.
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Legenda: O fator de transcri¢do, uma proteina com sitio de ligagdo do DNA, reconhece e liga uma
sequéncia especifica no promotor do gene. Essa ligacéo regula (ativando ou silenciando) a transcricdo do mesmo
Fonte: D"ALMEIDA, 2014.

Normalmente, essas proteinas apresentam dois dominios distintos, um deles tem a
funcdo de determinar a ligacdo do fator de transcricdo a uma determinada regido do DNA, o
outro vai modular a taxa de transcricdo. Esse ultimo dominio exerce interacdo com o
complexo de transcri¢do, formado pela RNA Polimerase Il, 0 que pode suceder no aumento
da velocidade de formagéo, ou no aumento da sua eficiéncia de transcricdo do gene alvo
(ALBERTS et al., 2010).

Os fatores de transcricdo também podem impedir a transcricdo de certos genes, atraves
do bloqueio fisico de ligacdo de outros ativadores na regido génica alvo, ou na formacéo de
um complexo inibidor de ativacdo de RNA Polimerase 1l (GRIFFITHS, 2000).

2.5 FATOR DE TRANSCRICAO SOX2

A familia SOX é um grupo de fatores de transcricdo que determinam uma importancia
na biologia do desenvolvimento e das células-tronco. Foi descoberto o fator determinante do
testiculo de mamiferos e o gene foi denominado SRY correspondente na regido determinante
do sexo no cromossomo Y. SRY tem um dominio distinto de grupo de alta mobilidade
(HMG), que possibilita o reconhecimento e ligacdo precisa do DNA (GUBBAY et al., 1990 ;
SINCLAIR et al., 1990).


https://dev.biologists.org/content/140/20/4129#ref-56
https://dev.biologists.org/content/140/20/4129#ref-159
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As funcdes relacionadas a essa proteina vdo desde a regulagdo do desenvolvimento
embrionario e manutencdo das ceélulas-tronco até a homeostase em tecidos adultos
(KAMACHI; KONDOH, 2013). A partir das semelhancas no dominio HMG, os genes SOX
sdo divididos em subgrupos de A a H e os membros dos mesmos subgrupos partilham
propriedades bioquimicas parecidas e possui fungdes sobrepostas e redundantes (JUURI et al.,
2013).

O gene SOX2, um dos membros da familia SOX, foi descoberto e caracterizado em
humanos, esta localizado no cromossomo 3 (3¢26.33), pertencente ao grupo SOXB1 e
codifica uma proteina que consiste em 317 aminoacidos, constituido por trés dominios
principais: N-terminal, HMG e dominio de transativacao (Figura 8) (LIU et al., 2013.). A
parte central é o dominio HMG que é altamente conservado entre as espécies e a fungdo do
dominio de transativacdo C-terminal é reconhecer e ligar os promotores dos genes alvos e
levar a ativacdo ou repressdo do gene (CASTILLO; SANCHEZ-CESPEDES, 2012).

Figura 8 - Estrutura do SOX2
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Legenda: Homologia SOX2, estrutura da proteina. SOX2 pertence ao grupo SOXB1 das proteinas SOX. Possui
grande homologia entre o grupo SOXBL1 e todos possuem trés dominios principais: N-terminal, HMG e dominio
C-terminal. Fonte: WEINA; UTIKAL, 2014

A principio, a proteina SOX2 foi conhecida por regular a auto-renovagdo das células-
tronco embrionarias humanas (hESCs), além disso, é importante para a manutencdo de
células-tronco em vaérios tecidos adultos, incluindo o cérebro e traqueia, sendo um dos
principais fatores de transcricdo para o estabelecimento de células-tronco pluripotentes
induzidas (LIU et al., 2013). SOX2 junto com OCT-4 e NANOG condiciona a célula em
estado de célula-tronco (SARKAR; HOCHEDLINGER, 2013).

As células da granulosa humana sdo sugestivas como células-tronco, visto que


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Weina%2C+Kasia
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Utikal%2C+Jochen
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expressam marcadores de indiferenciacdo e demostraram serem capaz de se diferenciarem em
diferentes tipos de células que ndo estdo presentes nos foliculos ovarianos (KOSSOWSKA-
TOMASZCZUK et al., 2009). Um estudo, realizado com células da granulosa isoladas de
suinos, demostraram a expressdo de marcadores especificos de células-tronco pluripotentes
como NANOG, SOX2 tanto em celulas da granulosa em crescimento como células da
granulosa luteinizada (MATTIOLI et al.,2012). Outro estudo avaliou a expressdo de SOX2
em células da granulosa a fresco provenientes de foliculos ovarianos bovinos (HONG et al.,
2019).

2.6 INIBINA

As inibinas sdo glicoproteinas formados pela combinacdo de uma subunidade o (comum
em ambas) e uma subunidade . Existem dois tipos de inibina, de acordo com o tipo da
subunidade B, (BA ou BB) sendo a inibina A (formada pelas subunidades a e BA) e inibina B
(formada pela subunidade o e BB). As inibinas atuam como antagonistas das ativinas
(glicoproteina da superfamilia TGF-B), com quem partilham grande homologia estrutural, ja
que a subunidade proteica beta das inibinas é a mesma que se combina em homodimero para
originar as ativinas (PANGAS; WOODRUFF, 2000).

As ativinas sdo denominadas de acordo com o tipo de subunidade B: ativina A (formada
pelas subunidades BA e BA), ativina B (formada pelas subunidades BB e B) e ativina AB

(formada pelas subunidades BA e BB) (TSUCHIDA et al., 2009) (Figura 9).

Figura 10 - Estrutura das inibinas

Inibina A Inibina B
— a — a
) ‘3 [ ] BE;
Ativina A Ativina AB Ativina B
= Ba | Ba L J Bs
| [—l; |
| Ba J Bs Ll | Bg

Legenda: Estrutura das inibinas e ativinas, de acordo com a ligacao de subunidades o e f.
Fonte: VILLAMIL, 2010.
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A inibina desempenha sua acdo celular a partir da ligagdo ao receptor serina-treonina-
quinase tipo Il (ActRIl), mas com afinidade consideravelmente mais reduzida que a da
ativina. Quando se liga no ActRlIl, a inibina antagoniza a acdo da ativina, por ndo deixar que
este recrute ActRI. Para que a inibina possa deslocar a ativina do seu receptor é preciso um
correceptor ancorado & membrana celular, o betaglicano (também chamado de receptor TGF-
B tipo III ou TGF-BIII), que se liga especificamente 4 subunidade a da inibina e proporciona
sua ligacdo ao ActRII, desta forma impossibilitando o acesso da ativina ao ActRIl (GRAY;
BILEZIKJIAN; VALE, 2001) (Figura 10).

Figura 11 — Acdo da inibina e ativina

Ativina

Inibina

/ . ActRI
Betaglicano  ActRII .

Legenda: Mecanismo de a¢do celular da inibina: ligacdo em ActRII e blogueio a ligagdo da ativina
Fonte: VILLAMIL, 2010.

A inibina foi descrita como um supressor da secrecdo hipofisaria do horménio foliculo-
estimulante (FSH). A molécula da inibina foi purificada e permitiu ao isolamento de fracGes
capazes de estimular a producdo de FSH por células da hipéfise, permitindo a identificacdo da
ativina como um homodimero de subunidades B da inibina. Posteriormente, definiram-se 0
receptor de ativina e isolou-se a folistatina, que confirmou ser um neutralizador da ativina, por
meio da ligacdo de alta afinidade com a mesma (BUSTER, 2003). A inibina, ativina e
folistatina sdo trés fatores expressos nas células da granulosa e da teca dos foliculos antrais e

tem como funcdo uma acdo reguladora local e a distancia (SANTOS, 2009).

Em mulheres saudaveis, o ovario é responsavel pela circulacéo da inibina A e da inbina

B, que sdo secretadas pelas células da granulosa dos foliculos em crescimento no corpo lateo
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em resposta as gonadotrofinas e alguns outros fatores. Estudo demostrou em humanos
comprovou que tanto o FSH quanto o LH estimulam a secrecdo de inibina A e B nas células
da granulosa luteinizada. (WELT et al., 2001).

A concentracdo plasmatica de inibina A mantém baixa durante a fase folicular inicial e
posteriormente mostra um pequeno pico de fase médio-folicular, aumentando rapidamente
com a ovulacdo. A inibina B demostra concentracdo plasmatica alta na fase folicular inicial e
uma queda na fase folicular tardia durante os dias antes da ovulacdo (TSIGKOU et al., 2008).
Portanto os foliculos antrais tém a capacidade de secretar inibina B, em contrapartida os
foliculos pré-ovulatérios sdo capazes de secretar inibina A (WELT et al., 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo génica e proteica de SOX2 e alfa-inibina em células granulosa
humana luteinizada de pacientes submetidas a Estimulacdo Ovariana Controlada (EOC) e sua

correlagdo com os parametros clinicos das pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a expressdo e imunolocalizacdo das proteinas SOX2 e alfa-inibina, em
células da granulosa humana, por imunocitoquimica;
- Investigar a expressdo génica de SOX2 e alfa-inibina por PCR quantitativo em tempo
real, em células da granulosa humana;
- Correlacionar a expressao génica e proteica de SOX2 e alfa-inibina em células da
granulosa humana com os seguintes parametros clinicos das pacientes:
e Idade;
e Numero de foliculos antrais a ultrassonografia;
e Dose de gonadotrofina;
e Duracéo do ciclo
e Quantidade de odcitos coletados;

e NuUmero de o6citos maduros obtidos;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOSETICOS

Este estudo foi realizado de acordo com os principios éticos ap0s aprovagdo pelo
Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
sob 0 Numero do CAAE: 64379416.1.0000.5149, Numero do Parecer 1979648 (Anexo B).

4.2 O EXPERIMENTO

Foi realizado um estudo prospectivo, comparativo, envolvendo a coleta de liquido
folicular e de células da granulosa humanas no periodo de Marco a Setembro de 2018, de 32
pacientes admitidas para a realizacdo de congelamento de od6citos, fertilizacdo in vitro (FIV) e
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) em uma clinica particular de Belo
Horizonte- MG. Todas as pacientes envolvidas no estudo assinaram o Termo De

Consentimento Livre e Esclarecido antes da incluséo no estudo (Anexo C).

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas no estudo as pacientes admitidas para o tratamento de infertilidade em
uma clinica particular de Belo Horizonte- MG, submetidas ao protocolo de estimulacéo
ovariana controlada, e que concordaram em participar do estudo e que, portanto, assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido.

Os critérios de exclusdo foram a desisténcia e revogacdo do consentimento da paciente
em participar em quaisquer etapas do estudo e pacientes positivas para doencas

infectocontagiosas.

4.4 ESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA, ASPIRACAO DE FOLICULOS
E FERTILIZACAO IN VITRO

As pacientes incluidas nesse estudo passaram por estimulacdo ovariana controlada
(EOC), de acordo com o Protocolo estabelecido para cada paciente definido pela clinica
privada de Reproducdo Humana.
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Para esse procedimento ¢ realizado o ultrassom basal no 1° ou 2° dia da menstruagao
com intuito de comprovar a auséncia de cistos ovarianos. Posteriormente, administra-se
gonadotrofina (hMG ou FSH) a partir do 2°/3° dia da menstruagdo, com dose inicial padrdo de
225 Ul/dia. E utilizado Fostimon (FSH urinario), Elonval00 ou 150 (FSH recombinante),
Puregon (FSH recombinante) e Menopur hMG) (conforte analise clinica de cada paciente.

A critério clinico, opta-se pela associacdo do Letrozol, na dosagem de 2,5 a 5 mg ao dia,
por 5 dias, iniciado entre o primeiro e o terceiro dia do ciclo. O primeiro ultrassom é realizado
no 5°6° dia da estimulacdo e quando confirmada a presenca de pelo menos 1 foliculo maior
gue 13mm de diametro médio, inicia-se a dessensibilizacdo hipofisaria com a administracdo
do antagonista (Orgalutran) entre o quinto e o sétimo dia de estimulacdo ovariana, até 24
horas antes da administracdo do hCG / GnRHa. Os demais exames de ultrassom séo
realizados a cada 48-72 horas. A gonadotrofina coridnica (hCG) é administrada na presenca

de pelo menos dois foliculos maiores que 17 mm e 4 foliculos entre 14 e 17 mm.

A aspiracdo dos foliculos € entdo realizada utilizando uma agulha de aspiracéo folicular
de calibre 17 conectada a uma sonda de ultrassom transvaginal com uma presséo negativa de
100 mm Hg aproximadamente 36 horas apds a injecdo do hCG. O liquido folicular é coletado
em tubos de ensaio estéreis, e 0s odcitos imediatamente identificados com o auxilio de uma
lupa em capela de fluxo laminar para manter o ambiente estéril. O nimero de odcitos
coletados é registrado, 0 sémem é preparado utilizando a técnica swim-up e a inseminacdo dos
odcitos coletados € realizada por fertilizacdo in vitro simples (FIV) ou injecdo

intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) conforme indicacdo médica.

A fertilizacdo do odcito é avaliada em um periodo de 18-20 horas apds a inseminacéao
confirmada pela presenca e da localizagdo de dois pré-ndcleos. Até quatro embrides séo
selecionados para a transferéncia e os restantes sdo deixados em cultivo até o estagio de
blastocisto e subsequentemente criopreservados. Os embrides obtidos sdo entdo transferidos
entre 0 segundo e quinto dia apds a fertilizacdo, segundo protocolo da clinica e assim
administrado progesterona por via vaginal na dose de 600 mg/dia para suporte de fase lutea
desde o dia da transferéncia de embrides até a confirmagdo da gravidez, com B-hCG sérico

acima de 25 mUI/ml, duas semanas ap0s a transferéncia.
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45 PARAMETROS CLINICOS

Os dados clinicos foram inseridos em uma planilha eletrnica e analisados de forma
andnima, garantindo a identidade das pacientes, que foram identificadas na planilha apenas
pelo nimero. Foi realizada a correlacdo da expressdo génica e proteica de SOX2 e alfa-inibina

com as informagdes clinicas das pacientes:

Idade (anos)

e Contagem dos foliculos antrais

e Dose de gonadotrofina utilizada na HOC (IU)
e Duracdo do protocolo de HOC (dias)

e Numero de odcitos coletados;

e Numero de odcitos maduros (MII) coletados
e Proporcéao de o6citos maduros (%)

e Proporcao de foliculos preenchidos (%)

e Proporcao de foliculos preenchidos por o6citos maduros (%)

46 SEPARACAO DO LiQUIDO FOLICULAR E CELULAS DA GRANULOSA

A separacdo do liquido folicular (LF) e o isolamento das células da granulosa (CG)
foram executados de acordo com protocolo padronizado pelo Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (CAMPOS et.al., 2012b).

Depois da identificacdo dos odcitos pela equipe de embriologia da clinica privada, o
restante do LF que seria descartado foi coletado em tubos falcon de 50 ml. Duas aliquotas de
1 mL do LF foram separadas em tubos eppendorf e o material foi transportado em gelo para o
Laboratorio do Comportamento Celular (LCC), no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

No laboratdrio, a separacdo das CG foi realizada vertendo um volume pequeno do LF
com sangue para uma placa de petri de 100 mm. Os clusters de CG foram coletados por uma
pipeta automatica de 1000 uL e transferidos para outra placa de 100 mm contendo de 2-5 ml

de salina tamponada com fosfato (PBS) a 4°C, para se retirar o excesso de hemécias. O
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procedimento descrito acima foi repetido sucessivamente até ser vertida a Gltima por¢do de
LF dos Falcons de transporte. Os clusters foram transferidos para tubos Falcon de 15 mL
contendo 2 mL de PBS a 4°C. Os tubos Falcon foram centrifugados a 2000 rpm por 15
minutos a 4°C. Depois da centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e os pellets de
CG e hemécias foram ressuspendidos em 1 mL de meio de cultura DMEM (Gibco, Grand
Island, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, Grand Island,
USA). As suspensdes de CG e hemacias foram transferidas para colunas de Histopaque 1077
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) montadas em tubo Falcon de 15mL contendo 1 mL de
Histopaque e 1 mL de DMEM mantidas a 4°C, formando duas fases na propor¢éo de 2 mL da

suspencéo de células em DMEM e 1 mL de Histopaque.

As colunas foram centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos a 4°C e em seguida as CG
foram coletadas na interface das duas fases das colunas de Histopaque e transferidas para
tubos Falcon de 15 mL contendo 2 mL de PBS a 4°C. Os Falcons foram centrifugados a 2000
rpm por 15 minutos a 4°C, os sobrenadantes foram descartados e os pellets de CG

ressuspendidos em 3 mL de PBS a 4°C.

As suspenstes de CG foram divididas em 2 eppendorfs contendo 1,5 mL cada,
centrifugados a 3000 rpm por 1 minuto e tiveram o0s sobrenadantes descartados. Em um dos
pellets foi adicionado 500 pL de TRI reagente (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) congelado até

o isolamento do RNA e outro pellet foi usado para execuc¢éo do cellblock.

47 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO - CELLBLOCK DAS CELULAS DA
GRANULOSA

O cellblock das células da granulosa foi realizado no Laboratério do Comportamento
Celular (LCC-ICB-UFMG), conforme descrito anteriormente (ALMEIDA et al., 2021b).

ApoOs a separacdo, os pellets de células da granulosa passaram por fixacdo e
desidratacao para serem emblocados em parafina. Os pellets foram fixados em 200 pL de
alcool 80° por 1 min; depois acrescentou 800 pL de formaldeido tamponado por 24 horas.
Apos a fixagdo, os pellets foram cuidadosamente coletados com agulha e depositados em
papel filtro, foram corados com duas gotas de eosina para facilitar a visualizacdo das células,

a seguir o papel filtro foi dobrado e depositado em cassetes e devidamente identificado. Os



39

cassetes foram mantidos em etanol 70° até o processamento histoldgico pela técnica rotineira
de inclusdo em parafina, do qual foram obtidos cortes histologicos de 4um de espessura. Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e com a técnica de imuno-citoquimica
(ICQ) para analise em microscopia 6ptica (PROPHET et al., 1992).

4.8 IMUNO-CITOQUIMICA PARA SOX2 E ALFA-INIBINA

A técnica de coloracdo imunocitoquimica para SOX2 foi padronizada no Laboratorio do
Comportamento Celular (LCC-ICB-UFMG), e para alfa-inibina foi realizada conforme
descrito anteriormente (ALMEIDA et al., 2021b).

Realizada pela técnica de reacdo em peroxidase com identificacdo a partir de anticorpo
secundério polimerizado Avidina-biotina-peroxidase para identificacdo (ABC Kit — Vector
Laboratories, San Francisco, CA, USA) e (Novolink Polymer Detection System; Leica
Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK). A recuperacdo antigénica ocorreu em calor imido
pressurizado a 137°C (Autoclave ALT 5LD plus; ALT, Sao Paulo, Brasil) com Target
Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) e calor Umido
(banho-maria a 98°C). A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com Peroxidase
Blockade Solution (Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems, Newcastle upon
Tyne, UK) e com solucéo de peroxido de hidrogénio (H202) a 10% em alcool metilico por 15
minutos. Para bloqueio das proteinas enddgenas, a incubacdo foi de 15 minutos em Protein
Block Solution (Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems, Newcastle upon
Tyne, UK).

Os reagentes foram aplicados manualmente, sendo o tempo de incubacdo do anticorpo
primério de 16 horas e a imunorreatividade foi visualizada incubando as I&minas com o
cromogeno diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrate Chromogen system; Dako North
America, Via Real Carpinteria, CA, USA) por 3 minutos. Apés a incubacdo no DAB os cortes

foram contracorados com Hematoxilina (HE).

Para controles positivos foram utilizados tecidos que sabidamente expressam a proteina
em questdo, usados cortes histoldgicos de cérebro humano (SOX2) e fragmentos de testiculo
humano (alfa-inibina) Para controle negativo a etapa de incubagdo do anticorpo primério foi

omitida e substituida pela incubagdo apenas com o diluente do anticorpo (Antibody Diluent
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with Background Reducing Components; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA,
USA). Na tabela 1 estdo identificados dados dos anticorpos utilizados.

Tabela 1 - Informagdes dos anticorpos utilizados.
Tempo de Bloqueio Bloqueio Anticorpo

Fabricante Clone Diluicdo . N . . .

incubacéo peroxidase proteina  secundario
SOX2 RDSystems Policlonal 1:50 16h DAKO DAKO KITABC
Alfa Inibina  Abcam Monoclonal 1:100 16h Novolink Novolink Novolink

49 AVALIACAO IMUNO-CITOQUIMICA

Foi avaliada a expressao proteica atraveés da marcacdo imunocitoquimica seguindo o
padrdo de coloracdo celular nuclear (SOX2) (ZHANG et al., 2012) e citoplasmatico (alfa-
inibina). As células foram contadas manualmente, por um Unico observador, através do

software de imagem J (SciJava).

Para realizar a analise de imunoexpressao, foram contadas até 500 células por paciente,
seguindo um score que categorizava as células de acordo com a marcacdo: ausente,
fraco/moderado e forte, determinando em cada paciente o percentual de células com auséncia
de marcacdo, marcacdo fraco/moderado e marcacdo forte. Por fim, foi considerado o
somatorio dos percentuais de células com score fraco/moderado e forte e calculado a média de
marcacgdo de todas as pacientes.

A morfologia das células da granulosa foi comprovada pela identificacdo das analises
anteriores de HE (ALMEIDA et al., 2021b). Foram excluidas da contagem células muito
pequenas, sem padrdo celular definido, células inflamat6rias e hemacias. Todas as analises
foram realizadas por microscopia de luz com aumento de 400X. As imagens foram capturadas
usando uma camera Olympus BX 40 (Olympus Company, Shinjuku, Téquio, Japdo) e
software de imagem Spot Basic para microscopia (Spot Imaging, Diagnostic Instruments,
Inc).

4.10 EXTRACAO DE RNA TOTAL E TRANSCRICAO REVERSA

Foi avaliada a expressdo dos genes-alvo (alfa-inibina, SOX2 e S26) por meio da PCR
em tempo real apos a extracdo de RNA total das células da granulosa.



41

Para extracdo do RNA total o pellet das CGs foi ressuspenso em 500 pL de TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis USA) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Apos o protocolo o0 RNA total foi ressuspenso em 20 uL de agua
diethylpyrocarbonate (H20 DEPC), livre de ribonuclease (RNase) e desoxirribonuclease
(DNase) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) para biologia molecular e
quantificado no NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA).
Posteriormente, aliquotas contendo 1000 ng de RNA total foram tratadas com DNase |
Amplification grade (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), com a finalidade de
descartar uma provavel contaminacdo por DNA genémico. Apés o tratamento com DNAse as

amostras de RNA foram requantificadas no NanoDrop Lite.

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando-se o kit SuperScript
Il First-Strand Synthesis System for PCRq (Invitrogen®), de acordo com o protocolo do

fabricante, sem alteracdes.

4.11 PRIMERS ESPECIFICOS

Os primers (oligonucleotideos) designados para a transcrigcdo reversa e PCR em tempo
real dos genes (alfa-inibina, SOX2) foram padronizados pelo Laboratério do Comportamento
Celular (LCC). Os primers usados para amplificacdo por PCR em tempo real para SOX2,
alfa- inibina e S26 estéo listados na tabela 2.

Como gene de referéncia para correcdo da expressao dos genes-alvo na PCR em tempo
real, foi utilizado o gene que codifica a proteina ribossomal humana S26. Os primers
especificos foram desenhados a partir de sequéncias obtidas no GenBank, usando o programa
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi), em seguida, as sequéncias foram

projetadas e analisadas usando o programa do site Integrated DNA Technologies

(http://www.idtdna.com).
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Tabela 2 - Primers de oligonucleotideos usados para PCRg.

A . A Tamanho do N° Acesso
Primers Sequéncia de nucleotideos fragmento GenBank
HsS26 Forw  5°-TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG-3’
75pb NM_001029.3
HsS26 Rev 5-CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA-3’
HsAlfInib Forw 5°-ACTGCCACAGAGTAGCACTGAACA-3’
. 87pb NM_002191.2
HsAlflnib Rev 5’-AGTGGAAGATGAAACTGGGAGGGGT-3’
HsSOX2 Forw 5’-CCATCACCCACAGCAAAT-3’
111pb NM_003106.3

HsSOX2 Rev 5’-GAAGTCCAGGATCTCTCTCA-3’

As amostras de cDNA provenientes da RT foram submetidas & PCR em tempo real
executadas no equipamento de sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems StepOne
Plus ™ (Laboratorio Birbrair Lab - UFMG), usando o kit Sybr®Green Power Master Mix
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). As amostras foram inseridas em placas de 96
pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em duplicada, com volume final de 20 uL. Os parametros
utilizados na reacdo foram: 52°C por 2 mim/ 95 °C por 10 mim/ 95 °C por 15 s/ 57 °C por 30
s/ 60 °C por 1 min/ 95 °C por 15s.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Para expressdo imunocitoquimica foi considerada a média de marcacdo de todas as
pacientes, e 0 somatorio dos percentuais de células com score fraco/moderado e forte nas

células positivas.

Alguns dados clinicos foram expressos como percentuais:
e Percentual odcitos maduros (obtido pela proporcao entre o n° de odcitos maduros e
odcitos coletados).
e Percentual de foliculos preenchidos (obtido pela proporcéo entre o n° de foliculos
coletados e n° de o6citos coletados).
e Percentual de foliculos preenchidos por o6citos maduros (obtido pela proporcéo entre

0 n° de foliculos coletados e n° de o6citos maduros coletados).

Para analise estatistica da expressdo proteica, a normalidade das variaveis, partindo dos
dados sem outlier, foi verificada usando o teste de o teste Shapiro-Wilk para avaliar se
apresentavam distribuicdo normal. Para verificar possiveis correlagdes entre os parametros foi

realizado o teste de Pearson ou de Spearman.
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O resultado da PCRq foi obtido como cycle threshold (Ct) e a expressdo génica foi
avaliada pelo método comparativo de CT (CT médio para o gene alvo — CT medio do
normalizador). Os resultados normalizados foram expressos como 1/ACT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

A normalidade das variaveis dos dados foi verificada por meio do teste de D'Agostino-
Pearson (CAVALLDO, et al.,, 2017). Foram consideradas como significativas os resultados
cuja probabilidade de significancia do teste foi de p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software GraphPad Prism v. 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).
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5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DAS PACIENTES EM ESTUDO
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Foram analisados os dados clinicos de 32 pacientes incluidas no estudo, os resultados

apresentados como valor minimo, valor maximo e a média, seguem listados na tabela 3.

Tabela 3 - Principais caracteristicas clinicas das participantes do estudo (n=32).

Minimo Maximo Média

Desvio Padrao

Idade (anos) 30 44 35,81
Contagem Foliculos Antrais 1 47 20,06
Dose Gonadotrofinas (1U) 375 4125 2189
Duragao do ciclo (dias) 8 13 10,33
Numero de odcitos coletados 1 47 17,47
Numero de o6citos maduros 1 33 13,31

3,872
11,47
1122
1,209
10,84
8,778

5.2 RESULTADOS IMUNO-CITOQUIMICOS

Foi observada a imunomarcacéo positiva das proteinas SOX2 e alfa-inibina em todas as

amostras analisadas. A imunomarcacdo positiva foi identificada pela coloragdo marrom

escuro, apresentando diferentes padrdes de marcacdes, podendo ser observadas células com

marcacdo fraco/moderado e forte, além de variacdes no numero de células marcadas entre as

pacientes.

A marcacdo para SOX2 em células da granulosa luteinizada foi predominantemente

nuclear, e por vezes observada também no citoplasma, apresentando células com marcagoes

definidas como forte (Figura 11), fraco/ moderado (Figura 12) e auséncia de marcagéo,

quando a célula ndo foi marcada pelo cromégeno DAB. Portanto, consideramos marcagéo

positiva para SOX2 apenas células imunomarcadas no nucleo, que indica sua fungdo como

fator de transcricdo.
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Figura 12 - SecGes de bloco de células da granulosa humana luteinizadas de puncéao ovariana.
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Legenda: Imunocoloragéo para SOX2 identificado pelo cromégeno DAB e contrastado com Hematoxilina.
A. Imunomarcacgdo nuclear forte (seta vermelha) Aumento 60X.
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Figura 13 - SecGes de bloco de células da granulosa humana luteinizadas de puncdo ovarian
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Legenda: Imunocoloracdo para SOX2 identificado pelo cromégeno DAB e contrastado com Hematoxilina
B. Imunomarcacao nuclear fraco/moderado (seta vermelha). Aumento 60X.




46

As células com marcacgdo positiva demostraram uma média de marcacdo de 94,81%,
sendo predominantemente marcacdo forte (64,22%), seguida de marcacdo fraco/moderado

(30,59%). As celulas com marcacao negativa representaram 5,184 % (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem das células marcadas SOX2.

Minimo Maximo Meédia Desvio Padrdo

SOX2 Marcacéo Negativa (% ) 0 49,2 5,184 8,993
SOX2 Marcagéo Fraco/Moderado (%) 2,817 50,8 30,59 10,64
SOX2 Marcacéo Forte (%) 0 96,48 64,22 16,78

A marcacdo para alfa-inibina em células da granulosa luteinizada foi
predominantemente citoplasmatica. Apresentando células com marcagbes definidas como

forte (Figura 13), marcacao fraco/ moderado (Figura 14) e, auséncia de marcacdo, quando a
célula ndo foi marcada pelo cromégeno DAB.

Figura 14 - SecGes de bloco de células da granulosa humana luteinizadas de pungéo ovariana.
- - - . -
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Legenda: Imunocoloragdo para alfa-inibina identificado pelo cromdgeno DAB e contrastado com Hematoxilina.
A. Imunocoloragdo citoplasmatica forte (seta vermelha) aumento 60X.



Figura 15 - SecGes de bloco de células da granulosa humana luteinizadas de pungéo ovariana.
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Legenda: imunocoloragdo para alfa inibina identificado pelo cromégeno DAB e contrastado com Hematoxilina
B. Imunocoloracéo citoplasmatica fraco/moderado (seta vermelha), aumento 60X.

As marcac@es positivas apresentaram uma média de 66,56 % de todos os casos (40,68%

apresentando coloracao forte, 25,88% com coloracdo fraco/moderado) e 33,44% das células
com marcacao negativa) (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagem das células marcadas alfa-inibina.

Minimo Maximo Meédia Desvio Padrdo

Alfa Inibina Marcagdo Negativa (%) 0,6316 76,4 33,44 22,38
Alfa Inibina Marcacdo Fraco/Moderado (%) 3,432 44.4 25,88 10,53
Alfa Inibina Marcacéo Forte (%) 0,4 91,53 40,68 26,53

5.2.1 CORRELACAO DOS PARAMETROS CLINICOS COM A ICC

Os resultados da expressdo imuno-citoquimica de SOX2 e alfa-inibina ndo apresentaram
nenhuma correlacdo com os parametros clinicos das pacientes.
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5.3 EXPRESSAO DE mRNA DE SOX2 E ALFA-INIBINA

Foram analisadas 27 das 32 pacientes com amostras coletadas, pois 5 pacientes foram
excluidas da andlise da expressdo génica por ndo ter material suficiente para o Cellblock e
extracdo de RNA. Todas as amostras demostraram amplificagdo do gene de referéncia S26.
As duplicatas das amostras foram concordantes e a curva de Melting apresentou pico Unico

para cada gene-alvo, demonstrando a especificidade dos fragmentos amplificados (Figura 15).

Melt Curve

Figura 16- Curvas de Melting.
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Legenda: Curvas de Melting com picos Unicos, comprovando a especificidade dos fragmentos dos genes alvos
amplificados. (A) Alfa-inibina e (B) SOX2.

Foi observado a expressdo do gene de referéncia (S26) e dos genes (SOX2 e alfa-
inibina) nas amostras avaliadas e os valores da expressdo relativa foram calculados com base
no ACt (1 /ACt), apo6s a normalizacdo dos resultados pelo Ct do gene alvo — Ct do gene de
referéncia. A expressdo mRNA do gene SOX2 foi detectado em 20 pacientes, sendo que 07
delas ndo tiveram expressao detectada até o ciclo 45 (20/27), apresentando expressdo em 26%
das pacientes e uma média de Ct de 30,88. A expressdo de mRNA do gene alfa-inibina foi

detectado em todas as pacientes (27/27), demostrando uma média de Ct de 25,91.
5.3.1 CORRELACAO DOS PARAMETROS CLINICOS COM A PCRq

Os resultados da expressdao génica de SOX2 e alfa-inibina ndo apresentaram nenhuma
correlagdo com os parametros clinicos das pacientes. No entanto, a expressao génica de SOX2
apresentou uma correlacdo positiva (r: 0,3891 p: 0,0448) com a porcentagem de o0citos

maduros (Figura 16).



49

Figura 17- Correlagdo da expressdo génica de SOX2 e % de odcitos maduros.
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Legenda: A expressdo génica de SOX2 teve uma correlagcdo com a porcentagem de odcitos maduros em
38% das pacientes.
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6 DISCUSSAO

A infertilidade atinge mundialmente cerca de 8% a 10% dos individuos em idade
reprodutiva, e um em cada seis casais enfrentam dificuldades para atingir a concepcao.
Associado a esses dados as transformacgdes sociais trouxeram mudancas em relagdo a
maternidade e o resultado € a crescente busca por procedimentos de reproducdo assistida, em
parte, determinada pelo adiamento da primeira gravidez na mulher, associado a outros fatores
de saude da mulher e, do casal (JOELMA et. al., 2019). De acordo com os dados do relatério
do SisEmbrio/2019 o numero de ciclos de fertilizagdes in vitro no Brasil vem aumentando e
sO no ano de 2019 foram realizados 44.705 ciclos (ANVISA, 2019).

Nos procedimentos de reproducéo assistida, apos a puncao folicular resultante da EOC e
separacgdo dos odcitos que serdo utilizados nos procedimentos, as células da granulosa humana
sdo descartadas (DZAFIC; STIMPFEL; VIRANT-KLUN, 2013). As células da granulosa
produzem hormanios e fatores de crescimento, que desempenham um papel importante para a
foliculogénese, crescimento e maturacdo oocitaria (HENNET; COMBELLES, 2012). O
crescimento e o desenvolvimento do odcito dependem, em grande parte, do ambiente nutritivo
do foliculo, sendo de extrema importancia para a formagdo de embrides viaveis, contudo a
analise do ambiente folicular € uma etapa importante, ndo invasiva e que fornece pistas para
alguns estudos (WALLACE et al., 2012).

Alguns estudos tém buscado evidenciar a relacdo e importancia das células da granulosa
na foliculogénese e maturacdo oocitaria, como 0s estudos recentes que investigaram e
descreveram a apoptose nas células da granulosa humana e sua influéncia sobre a qualidade e
as caracteristicas clinicas do ciclo de fertilizacdo (LOBACH et al., 2017; ALMEIDA et al.,
2018a; ALMEIDA et al., 2021b), com intuito de melhorar os resultados nos processos de
reproducdo assistida, em busca de marcadores em potencial da qualidade oocitéria e,

consequentemente, do embrido.

No presente estudo, levantamos a hipOtese que a expressdo de marcadores de
indiferenciacdo celular, como o SOX2, nas células da granulosa humana, teria um efeito
negativo na foliculogénese e maturacdo oocitaria, assim como uma correlagdo inversa com a

expressao de alfa-inibina pelas células da granulosa.
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SOX2 é um dos principais fatores de transcri¢do indispensaveis para manutencdo de
células sométicas em células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC), e em conjunto com
NANOG e OCT-4 executam um papel central na manutencdo de células-tronco embrionarias
(BIKSHAPATHI et al.,2021). O nivel da expressdo da proteina SOX2 deve ser mantido no
ndcleo para sustentar sua pluripoténcia (BALTUS et al., 2009). Portanto, em nosso estudo, foi
considerado positivo para SOX2 apenas as células com imunomarcacao nuclear para SOX2,

indicando seu efeito como fator de transcri¢ao nuclear.

Pouco se sabe sobre a expressdao de SOX2 em células da granulosa, no entanto, é
extensamente estudada e relacionada ao comportamento agressivo de tumores, incluindo
tumores ovarianos. A desregulacdo da expressdo de SOX2 esta relacionada a varios tipos de
canceres e afeta positivamente as caracteristicas das células neoplasicas, como a competéncia
de proliferar, migrar, invadir e metastatizar (NOVAK, 2020). A maioria dos estudos
realizados evidencia que a expressdo de SOX2 em celulas neoplasicas foi significativamente

associada a um mau progndstico e com caracteristicas tumorais agressivas (YE et al., 2011).

O presente estudo é o primeiro a demostrar a expressao e imunolocalizacdo de SOX2
em células da granulosa humanas luteinizada a fresco provenientes de mulheres submetidas a
estimulagdo ovariana controlada. Anteriormente, Hoang e colaboradores (2019), investigaram
pela técnica de PCRq a expressdo de SOX2 em células da granulosa a fresco coletadas de
foliculos bovinos, e Mattioli e colaboradores (2012) investigaram pela técnica de PCRq e
imuno-histoquimica a expressao de SOX2 em células da granulosas de foliculos suino ap6s a

coleta, expansao e apo6s a diferenciacdo in vitro quando cultivadas em meio osteogénico.

A expressdo génica de SOX2 quando correlacionada com a porcentagem de odcitos
maduros apresentou uma correlagao positiva (r: 0,3891 p: 0,0448). Portanto, esse resultado foi
contrario ao esperado pela nossa hipétese, de que a expressdo de SOX2 estaria associada ao
estado de indiferenciacdo das células da granulosa, e poderia impactar o desenvolvimento
folicular e maturacdo oocitaria, sendo associado ao menor numero de odcitos maduros
coletados. No entanto, a correlacdo foi fraca, e a expressdo génica de SOX2 ndo apresentou
correlagdes significativas com outros parametros clinicos das pacientes incluidas no presente

estudo.

Foi descrito pela primeira vez por Kossowska-Tomaszczuk e colaboradores (2009) a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mattioli+M&cauthor_id=22284224
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multipoténcia de um subconjunto de células da granulosa luteinizada isoladas de foliculos
ovarianos humanos, quando cultivadas por um longo periodo em meio LIF. Essas células se
transdiferenciaram em outras linhagens, como: neuronal, condrocitica e osteoblastica,
linhagens que ndo estdo presente nos foliculos ovarianos. No entanto, os resultados
apresentados no presente trabalho, indicam que as células da granulosa humana j& apresentam
marcadores de células tronco (SOX2), logo ap6s a puncéo folicular, sem cultivo prévio em

meio LIF.

Diante da busca de marcadores de atividade folicular, observou-se que a alfa-inibina foi
expressa pelas células da granulosa, sendo possivel a caracterizagdo morfoldgica e
identificacdo precisa das células da granulosa o que comprova que os dados relacionados a
expressao das proteinas sdo pertencentes somente as células da granulosa. Isso também foi
descrito por Mccluggage (2001) pela técnica imunocitoquimica, que identificou a
imunomarcacéo citoplasmatica de alfa-inibina nas células da granulosa, sendo possivel

comprovar a morfologia dessas células.

A alfa-inibina é formada em sua estrutura por duas subunidades alfa que é comum nas
duas inibinas, e ndo foi possivel diferenciar se a expressdo génica e proteica observada é da
inibina A ou B. Consequentemente, tornou-se inviavel fazer uma abordagem da expressao dos
dois tipos de alfa-inibina nas amostras estudadas, ndo aprofundando na questdo do estagio de

maturacao folicular.

Com relagdo a expressdo génica e proteica de alfa-inibina, ndo foi obtido correlagdo
direta com a expressdo da proteina SOX2. No entanto, alguns estudos in vitro validam que o
MRNA da subunidade B da inibina é expresso predominantemente em foliculos antrais e o

mMRNA da inibina A é expresso no foliculo pré ovulatério (WELT et al., 2001).

O interesse em investigar o potencial das células-tronco humanas nas células da
granulosa tem crescido devido ao avanco na medicina regenerativa e também por ser uma
fonte acessivel de células-tronco. Contudo a alta expressdo do fator de transcrigdo de SOX2
nas células da granulosa humana luteinizada fornece resultados promissores para investigacao
e uso dessas células para diferenciacdo in vitro e in vivo em outros tipos de células e tecidos,
com o potencial uso na medicina regenerativa (DZAFIC; STIMPFEL; VIRANT-KLUN,
2013).
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse estudo e nas condigdes empregadas, podemos
concluir que o fator de transcricdo SOX2 é expresso amplamente nas células da granulosa
humana luteinizada provenientes de pacientes que foram submetidas a estimulacdo ovariana
controlada. A alta expressdo de SOX2 nas células da granulosa humana luteinizada pode

abrir caminhos para o seu potencial uso na medicina regenerativa.

A expressao de alfa-inibina também foi expressa na maioria das células da granulosa.
No entanto, ndo observamos correlacdo significativa dos marcadores estudados com o0s

pardmetros clinicos mencionados das pacientes incluidas no estudo.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

- Estudar a expressdo de NANOG e OCT-4 nas células da granulosa por atuarem em conjunto

com SOX2 e mantém a manutencdo de células-tronco embrionérias.

- Estudar a expressdo de SOX2 nas células da granulosa humana resultantes de uma
foliculogénese fisiologica; a fim de investigar se o protocolo e o ciclo de estimulacédo ovariana

controlada (EOC) podem influenciar na expressao de SOX2.

- Investigar o potencial de transdiferenciacdo e/ou diferenciacdo das células da granulosa
humana em outros tipos de células e tecidos, com o objetivo de avaliar seu potencial uso na

medicina regenerativa.
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Abstract

The human ovary is responsible for providing mature and competent oocytes for reproduction
and contains cells displaying stem cell markers, including a granulosa cell subpopulation.
Inhibins can be considered a marker of follicular activity and ovarian reserve. There is
evidence that less differentiated cells with stem cell characteristics may indicate abnormalities
of ovarian function leading to infertility. SOX2 is a transcription factor that determines the
fate of stem cells, acting as an activator or suppressor of genes involved in cell differentiation,
proliferation, and apoptosis. This study aimed to evaluate the gene and protein expression of
SOX2 and Alpha-Inhibin of luteinized granulosa cells of patients submitted to controlled
ovarian stimulation (COS) and its correlation with the total number of oocytes, the number of
mature oocytes collected, among other clinical parameters. Thirty-two women undergoing
controlled ovarian stimulation for in vitro fertilization were prospectively included in the
study. Cells from luteinized granulosa (LGC) were isolated from the follicular fluid and the
protein and gene expression of SOX2 and Alpha Inhibin was evaluated by ICC (cell block)
and RT-RTPCRq. Results demonstrated positive immunostaining for Alpha-inhibin and
SOX2 in GCs from all patients, being that SOX2 positive nuclear staining was observed in the
majority of the cells (average 95%), predominantly cells with strong nuclear staining (average
64.2%). In contrast, SOX2 mRNA expression was not detected in 26% of patients LGCs.
Besides, alfa-Inhibin positive cytoplasmic staining in human luteinized GCs was observed in
all cases, with an average of 66% (40.6% showing strong staining, 25.7% with weak and
moderate staining, and 33.4% with negative staining). In agreement, alpha-inhibin mRNA
expression was detected in all patient's LGCs. However, contrary to expectations, the
stemness factor SOX2 nuclear immunolocalization did not correlate with the number of
oocytes and its maturation and had no impact on clinical parameters of patients undergoing
COS. Interestingly, SOX2 protein is widely expressed in human luteinized granulosa cells.
No significant clinical correlation was found between SOX2 and Alpha-inhibin protein and

gene expression.

Keywords: Alpha-inhibin; FIV, Human Granulosa Cells; SOX2; Oocytes; Stem cells.
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INTRODUCTION

Granulosa cells (GCs) play an essential role in oocyte maturation in vivo and in vitro,
and dysfunction in granulosa cells can contribute to abnormal folliculogenesis and
steroidogenesis. The benefits of the presence of these cells during this stage can be attributed
to the formation of a favorable microenvironment (biochemical and metabolic) around the
oocyte since they produce steroid hormones and growth factors and play a crucial role in
follicular atresia [1].

Inhibins are glycoproteins of the TGF growth factor family, produced by several cell
types in various tissues and organs with significant production and secretion by the granulosa
cells of growing follicles and the corpus luteum in the ovary [2]. In women, the primary
source of Inibina B is the granulosa cells of growing follicles, which becomes a marker of
follicular activity and ovarian reserve, with high levels in the follicular phase of the menstrual
cycle, as well as deficient levels in post-menopause. Inhibin A is secreted mainly by the
corpus luteum and the placenta and can be used to diagnose various placental disorders [3].

Experimentally, GCs have shown to be a population of multipotent cells, which have
been differentiated into neuronal cells, chondrocytes, and osteoblasts in vitro in the presence
of leukemia inhibiting factor (LIF) or follicle-stimulating hormone (FSH), suggesting that
they are formed from cells in various stages differentiation [4]. Transcription factors also play
a critical role in regulating gene expression programs that establish and maintain specific
cellular states in humans. Their deregulation can lead to a wide range of diseases [5]. SOX
transcription factors are a conserved group of transcriptional regulators that mediate DNA
binding by a highly conserved domain of the HMG (High Mobility Group) group [6].

Numerous pieces of evidence have recently demonstrated that SOX transcription
factors critically control cell fate and differentiation in the primary developmental processes.
Their positive or negative regulation can be necessary for the maturation of different cell
types [7]. The SOX2 transcription factor is expressed in a series of stem cell subtypes, having
a fundamental role in regulating the characteristics of stem cells, being necessary in various
stages of embryonic development, and influencing cell fate and differentiation [8].

We can observe in the literature that the differentiation of granulosa cells is an
important phenomenon for their function, being indispensable for oocyte maturation [9].
Within this context, the present study evaluated the gene and protein expression of SOX2 and
Alpha-Inhibin in luteinized human granulosa cells from patients undergoing controlled
ovarian stimulation (COS) and its correlation with the total number of oocytes, number of

mature oocytes collected, among other clinical parameters.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical approval

The Research Ethics Committee approved this study of Universidade Federal de Minas
Gerais under protocol No 1.979.648, version 2. The participants signed informed consent
before being enrolled.

Controlled ovarian stimulation (COS), follicular aspiration, LGCs cells separation,
and cell block

Sample of follicular fluid (FF) was collected from 32 patients who underwent controlled
ovarian stimulation (COS) in a private clinic. According to the protocol standardized by the
Clinic and specifically for each patient, COS and follicular aspiration were performed
according to age, antral follicular count, and baseline FSH levels [10]. Separation of
luteinized granulosa cells (LGCs) from follicular aspiration and cellblock were performed in
the Laboratério do Comportamento Celular (LCC-ICB-UFMG), as previously described [10].

S0X?2 and alpha inhibin immunocytochemistry luteinized human granulosa cell

Cell block sections were processed for immunocytochemistry using the peroxidase
method with a polymerized secondary antibody (Novolink Polymer Detection System; Leica
Biosystems, UK) for alpha-inhibin; and avidin-biotin-peroxidase for SOX2 identification
(ABC Kit — Vector Laboratories, San Francisco, CA, USA). Antigen retrieval was performed

by humid heating (water bath at 98 °C) with Target Retrieval Solution Citrate pH 6.0 (Dako
Cytomation, Cat. No. S2369, Glostrup, Denmark). To block endogenous peroxidases, sections
were incubated twice for 5 min in Peroxidase Blockade Solution (Novolink Polymer
Detection System). Slides were incubated for 15 min with Protein Block Solution (Novolink
Polymer Detection System). Sections were incubated with primary antibodies (anti-alpha-
inhibin from Abcam, monoclonal, diluted 1:100; and anti-SOX2 from RD Systems,
polyclonal, diluted 1:50) for 16 h at room temperature, followed by the secondary antibody,
diaminobenzidine (Dako, Cat. No. K3468) and hematoxylin counter-staining. Alpha-inhibin
was evaluated as a functional marker of LGC. Negative controls had the primary antibody
replaced by antibody diluent (Dako, Cat. No. S0809).

All analyses were performed by light microscopy at 400X magnification. Images were
captured using an Olympus BX 40 camera (Olympus Company, Shinjuku, Tokyo, Japan) and
Spot Basic imaging software for microscopy (Spot Imaging, Diagnostic Instruments, Inc.).
Images were analyzed using ImageJ (SciJava) [11], and positive cells were manually counted
using ImageJ cell counter plug-in. Counting was performed by a single observer, out of 500

LGC scattered in the preparation from each cell block section [12] with the assistance of a
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grid. Briefly, using ImageJ grid plug-in, six sections were defined in the images. The upper
left, middle bottom, and upper right sections were selected to perform the counting until the

500 cells were analyzed.

RNA isolation, cDNA synthesis, and real-time PCR

Total RNA was isolated from human LGCs using 1 mL of TRI Reagent (Sigma- Aldrich, Cat.
No. T9424, St. Louis, USA) according to the manufacturer's protocol. First-strand
complementary DNA (cDNA) was synthesized from 1 pug of RNA treated with DNAse I
(Invitrogen, Cat. No. 18047019, Carlsbad, CA) using the SuperScript III reverse transcriptase
kit (Invitrogen, Cat. No. 18080093) with random hexamer primers. Real-time PCR was
carried out in an ABI Prism Applied Biosystems StepOne™ (Applied Biosystems, Foster
City, CA), using Power Sybr®Green Master Mix Kit (Invitrogen, Cat. No. 4368577). The
PCR parameters were: Stage 1: 52°C for 2 min; Stage 2: 95°C for 10 min; Stage 3: 45 cycles at
95°C for 15s, 55°C for 30s; Stage 4: Melt curve — 95°C for 30 s and 60°C for 1 min.

The primers used for SOX2, alpha-inhibin and S26 are, respectively (5’- 3’): SOX2Fw
CCATCACCCACAGCAAAT; SOX2Rev GAAGTCCAGGATCTCTCTCA; Alpha-InFw
ACTGCCACAGAGTAGCACTGAACA; Alpha-InRev ~ AGTGGAAGATGAAACTGG
GAGGGGT; HsS26Fw TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAA HsS26Rev
CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA. Primers were designed from sequences on
GenBank, using the Blast program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi) and analyzed
using the program from the Integrated DNA Technologies website (http: / / www.

idtdna.com).

Statistical analysis

For statistical analysis, the GraphPad Prism version 8.0 software (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) was used. The variables' normality of the data was verified using the
D'Agostino-Pearson test. Linear correlations were assessed using Spearman's correlation
coefficient, using p <0.05 as the significance limit. The deltaCT expressed the normalized

results, and relative gene expression was defined as 1/deltaCt [13][14].
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RESULTS

Immunocytochemistry for alpha-inhibin and SOX2

Positive immunostaining for alpha-inhibin and SOX2 was found in human luteinized
GCs, identified by dark brown staining with differentiated intensity. Small cells with no
defined cell pattern, inflammatory cells and red blood cells were excluded from the count.
The immunocytochemistry analysis of alpha-inhibin was performed following the
cytoplasmic staining pattern, counted and analyzed by a single observer, using the absent,
weak / moderate and strong staining score (Figure 1). The immunocytochemistry analysis of
SOX2 was carried out following the nuclear staining pattern, counted and analyzed by a
single observer, using the absent, weak / moderate and strong staining score (Figure 2).

Positive cytoplasmic staining with alpha-inhibin in human luteinized GCs was observed
in all cases, with an average of 66% (40.6% showing strong staining, 25.7% with weak and
moderate staining and 33.4% with staining negative). Nuclear staining positive for SOX2 in
human luteinized GCs was observed in all cases, in most cells (mean percentage of 95%),
predominantly cells with strong staining (mean rate of 64.2%) (Table 1).
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Figure 1. Immunostaining for alpha-inhibin in human luteinized granulosa cells (LGC). A.
Light photomicrographs of cell block containing LGC cytoplasmatic immunostained for alpha-inhibin
(red arrow). Insert details of cytoplasmic staining of alpha-inhibin in LGC. B. Light photomicrographs
of cell block containing LGC stained for alpha-inhibin (red arrows). Insert details of weak cytoplasmic
staining of alpha-inhibin in LGC. 60X.
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Figure 2: Immunostaining for SOX2 in human luteinized granulosa cells (LGC). A. Light
photomicrographs of cell block containing LGC cytoplasmatic and nuclear immunostained for SOX2
(red arrow). Insert details of cytoplasmic and nuclear strong staining SOX2 in LGC. B. Light
photomicrographs of cell block containing LGC stained for SOX2. Insert details of weak nuclear

staining (red arrows) and negative staining (asterisk) of SOX2 LGC. 60X.

Table 1: Score average percentage of human luteinized granulosa cells staining for SOX2 and
alpha-Inhibin.

SCORE Strong Weak/Moder Absent
ate
SOX2 64.2% 30.5% 5.1%
Alpha-Inhibin 40.6% 25.7% 33.4%

Alpha-inhibin and SOX2 mRNA expression

Alpha-inhibin and SOX2 mRNA expression was evaluated from 27 out of 32 patients
enrolled in this investigation. Alpha-inhibin mRNA expression was present in all cases.
However, SOX2 mRNA expression was not detected in all cases; it was detected in 20 out of
27 patients (26%). No significant clinical correlation was found between Alpha-inhibin and
SOX2 gene expression, such as the number of oocytes retrieved and mature oocytes. No
significant correlation was found between SOX2 gene expression and alpha-inhibin gene and

protein expression.
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DISCUSSION

Human granulosa cells differentiation is an important phenomenon for their function,
indispensable for their physiological activity and consequently oocyte maturation [15].

The interest in investigating the potential of human GC’s stem cells has grown due to
the advancement of regenerative medicine and also because it is an accessible source of stem
cells, seen by the ease of collecting ovarian follicles obtained during the collection of oocytes
from women subjected to assisted reproduction techniques and are usually discarded after
follicular puncture and separation of oocytes from the follicular fluid. Recent research has
described the expression of stem cell markers in GCs, including OCT-4, Nanog, and SOX2,
as well as the ability to transdifferentiate CGs in vitro [16].

SOX2 protein, an important transcription factor for embryonic stem cell self-renewal
and pluripotency, has been studied as a marker associated with chemoresistance and poor
prognosis in several types of cancer, including epithelial ovarian cancer. However, little is
known about the functions and characteristics of the SOX2 protein in the human ovary,
especially in human granulosa cells, and the impact and participation of this protein in
folliculogenesis and oocyte maturation [17].

The stem cell marker SOX2 expression has been described in human ovarian cancer
tissue and human granulosa cells cultured and treated in vitro with LIF medium [18]. In the
present study, the protein and mRNA expression of SOX2 in human granulosa cells of
patients undergoing controlled ovarian stimulation (COS) and its correlation with the clinical
outcome of infertility treatment is evaluated for the first time. Results indicated the correlation
of SOX2 gene expression with the percentage of mature oocytes in about 38% of cases (r:
0.3891). Therefore, results did not indicate a correlation of SOX2 protein expression with the
number of oocytes collected and the oocytes maturation state. Although the limitations of the
present study concerning the number of patients included in the study, the significant protein
expression of SOX2 was described for the first time in luteinized human granulosa cells (95%
of the cells).

SOX2, OCT4, and Nanog are important transcription factors that maintain the self-
renewal and pluripotency of embryonic stem cells, involved in maintaining stem cells in a
pluripotent state. The increase in nuclear reactivity is suggestive of embryonic de-
differentiation and acquisition of stem cells [19]. The present data, showing that stemness
factor SOX2 is widely expressed in human luteinized granulosa cells from women undergoing
controlled ovarian stimulation, opens up a window to human granulosa cells in regenerative

medicine as an important source of cells with stem cells characteristics.
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CONCLUSION

The correlation between SOX2 protein and gene expression with clinical data and IVF
outcomes from women undergoing controlled ovarian stimulation was not significant.
However, the transcription factor SOX2 was found to be widely expressed in human

luteinized granulosa cells.
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uso do citrato de clomifeno, as taxas de gravidez apds ovulagao confirmada séo baixas e estédo relacionadas
a maiores taxas de abortamento. Acredita-se que o efeito anti estrogénico do clomifeno poderia afetar os
estagios finais da foliculogénese induzindo apoptose nas células da granulosa e odcitos “in vitro” a partir de
estudos extrapolados de ratos “in vivo". A apoptose & um evento de morte celular programada na auséncia
de reagdes inflamatorias que pode estar relacionada a varias condigdes fisiologicas e patologicas. Estudo
realizado em ratas identificou que o tratamento com citrato de clomifeno poderia induzir apoptose
provavelmente nas células da granulosa e niveis reduzidos de estradiol sérico e ovariano, o que afetaria a

gualidade do complexo cumulos “cophorus” ac induzir apoptose em suas
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células apés ovulagdo. E a suplementagao de estradiol poderia proteger contra este efeito. De fato, existe a
possibilidade, baseada em estudos animais, que a suplementagao exégena de 17 beta estradiol possa
prevenir c ambiente hipoestrogénico induzido pelo citrato de clomifeno, impedindo que a célula da granulosa
entre em apoptose, 0 que também seria um fator de protecao contra a deterioragdo da qualidade
oocitaria.Apesar de amplamente utilizado para indugao de ovulagdoc, nao esta descrito na literatura se o
letrozol poderia promover apoptose das células da granulosa e interferir com os estagios finais da
foliculogénese.Este estudo visa avaliar os efeitos do citrato de clomifeno, letrozol e estradiol in vitro na
expressio de

marcadores de apoptose pelas células da granulosa de mulheres submetidas a procedimentos de
reprodugdo assistida.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

-Avaliar o0 mecanismo de apoptose nas células da granulosa induzida pelo citrato de clomifeno “in vitro™.
Objetivo Secundario:

-Avaliar se o letrozol apresenta também efeito pré-apoptético nas células da granulosa.

-Avaliar o efeito protetor do estradiol neste processo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

De acordo com as pesquisadoras, os riscos decorem do tratamento a que se submetem para tratamento da
infertilidade na clinica Fertibaby. Estes compreendem principalmente a Sindrome de Hiperestimulo
Ovariano, que acontece em 1 a 2 % dos ciclos e leva ao acimulo de liquido no abdome (ascite), distenséo
abdominal e desconforto respiratério. Na grande maioria dos casos, & um transtorno leve e transitério. Ha
ainda um pequeno risco de formagao de hematomas subcutaneos durante a aplicagao das gonadotrofinas,
assim como infecgao, que também pode acontecer durante a pungao folicular (eventos muito raros). O
protocolo do estudo cientifico aqui proposto nao acrescenta nenhum risco adicional as pacientes, uma vez
que utilizaremos células que recobrem o dvulo e que seriam desprezadas pelo laboratorio.

Beneficios:
-Trazer informacgdes importantes que poderao ter aplicagao direta na terapéutica de pacientes inférteis.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma tese de Doutorado, estudo experimental, prospectivo, comparativo, envolvendo o cultivo e
tratamento de células humanas in vitro. Projeto relevante para a area de reprodugao humana, tendo em
vista que a infertilidade & um problema de salide plblica em todo 0 mundo. Apresenta financiamento proprio
e orgamento estimado em R$ 20.000,00, no entanto sera solicitado auxilio financeiro ao CNPq e a Fapemig.
Apresenta a Fertibaby Medicina Reprodutiva como instituicdo co-participante. Quanto aos aspectos
éticos,apresenta TCLE com garantia do anonimato dos participantes e sigilo dos dados com utilizagao das
informagdes apenas para fins de pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados:

-Carta resposta das pesquisadoras frente ao parecer anterior.

-Projeto no formato da plataforma Brasil e detalhado

-Folha de rosto devidamente preenchida e assinada pela pesquisadora e dire¢ao da Faculdade de Medicina.
-TCLE

-Parecer consubstanciado e aprovado pela Camara do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
FMUFMG

-Termo de compromisso em cumprimento da resol. 466/2012.assinada pelas pesquisadoras

Recomendacdes:

Sugere-se:

-Informar no TCLE que uma cdpia do termo sera entregue ao participante;

-Acrescentar também no projeto detalhado, o risco da pesquisa e conste no cronograma de ambos os
projetos, que os experimentos laboratoriais s6 serao iniciados apds a aprovagao do COEP.

- Corrigir erros de digitacdo na descri¢ao dos riscos da pesquisa no projeto Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Diante do exposto, sou SMJ, pela aprovagao do projeto com as devidas observagoes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolucdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer aiteragao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de
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notificagao relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa
encaminhar a este Comité um sumaério dos resultados do projeto (relatorio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_823677.pdf 11:43:39
Outros cartaresposta.pdf 14/03/2017 |Marcia Cristina Aceito

11:43:26 | Franca Ferreira
TCLE/Termos de |TCLE.docx 26/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
Assentimento / 19:35:45 |Franca Ferreira
Justificativa de
| Auséncia
Projeto Detalhado / | projetocompleto.docx 26/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
Brochura 19:35:23 |Franga Ferreira
| Investigador
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 02/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
17:30:05 _|Franca Ferreira
Outros image2.JPG 02/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
17:23:25 | Franca Ferreira
Outros image1.JPG 02/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
17:22:41 | Franca Ferreira
Declaragao de declaracaopesquisadores.pdf 10/11/2016 |Marcia Cristina Aceito
 Pesquisadores 18:19:20 |Franca Ferreira
Outros 64379416parece.pdf 23/03/2017 |Vivian Resende Aceito
11:16:05
Outros 64379416aprovado.pdf 23/03/2017 |Vivian Resende Aceito
11:16:26
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagcao da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 23 de Margo de 2017

Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhora,

Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que ira avaliar dois
medicamentos utilizados para tratamento de infertilidade, cuja finalidade é aumentar as
chances de gravidez.

I.INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de duas medicacOes que sdo utilizadas para induzir
ovulagdo em pacientes que ndo ovulam espontaneamente: citrato de clomifeno e letrozol.
Nesta pesquisa, utilizaremos as células da granulosa que sdo retiradas do évulo apos a coleta
ovular e que seriam desprezadas pela clinica Fertibaby, para avaliar se essas medica¢fes estao
associadas a alteragdes celulares conhecidas como apoptose e se 0 estrogénio adicionado a
estas células poderia impedir este processo.

Il. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade nédo sera revelada publicamente
em hipdtese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas
informacdes que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

I11. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trard informacGes importantes que poderdo ter aplicacdo direta na
terapéutica. O melhor conhecimento da resposta celular a estas medica¢fes nos mostrard um
caminho para aumentar as chances de gravidez.

IV. RISCOS

O estudo ndo acrescenta nenhum risco as pacientes, uma vez que nao exerce nenhuma
influéncia ou modificacdo no tratamento. Utilizaremos células que recobrem o dvulo e que
seriam desprezadas pelo laboratério.

V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esté prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntarias. Todas as despesas
especificas relacionadas com o estudo s&o de responsabilidade dos proponentes do estudo. O
estudo ndo acarretara nenhuma despesa extra as voluntarias.

VI.DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante
a pesquisa. VVocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer

momento, sem precisar se justificar. A aceitacdo ou ndo da participacdo neste estudo nao
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influenciara no seu tratamento. N&o seré realizado qualquer tipo de manipulagéo, experimento
ou interveng&o direta com o paciente.

TERMO DE CONSENTIMENTO

B, e ,  voluntariamente
concordo que sejam utilizadas as células da granulosa e liquido folicular que, apds o
desnudamento dos meus 6vulos, seriam desprezados pela clinica Fertibaby para viabilizar a
realizacdo da ICSI (injecéo intracitoplasmatica de espermatozoides), para fins de pesquisa
cientifica na Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e ainda de
que esta pesquisa ndo trard qualquer prejuizo a minha salde ou ao tratamento.

Belo Horizonte, ............... o[ de 20...............

Assinatura da voluntaria:

Telefones para contato:

Dra. Camila Oliveira da Silveira Caires Lopes (31) 3335-9274 (Clinica Fertibaby)

Profa. Marcia Cristina Franca Ferreira: (31) 3409-9764 (Departamento de GOB)

Profa. Helen Lima Del Puerto: (31) 3409-2881 (Departamento de Patologia Geral)

Mestranda: Camila Almeida: (31) 98864-2813 (Departamento de Patologia Geral)



