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RESUMO

A qualidade oocitaria depende das interacdes dos odcitos com as células da granulosa que os
cercam. As células da granulosa sdo essenciais para um processo bem regulado de maturacao
oocitaria, devido a sua producdo de hormodnios esteroides e nao-esteroides, e fatores de
crescimento, além de terem um papel crucial na atresia folicular. Aliado a isso, 0 aumento nas
taxas de apoptose nas células da granulosa humana parecem ter efeito negativo na concepgao e
taxas de gravidez em programas de fertilizacdo in vitro. Assim, o presente trabalho investigou
a correlacdo clinica da expressao proteica de pr6 caspase-3 e caspase-3 clivada, assim como da
expressdo génica de genes envolvidos na cascata de apoptose, em células da granulosa de
pacientes submetidas a hiperestimulagdo ovariana controlada. Foram coletadas células da
granulosa de 35 pacientes em tratamento de infertilidade ou com fins de preservacdo de
fertilidade, e as células foram separadas do liquido folicular para expressao de pré caspase-3 e
caspase-3 clivada por imunocitoquimica (ICQ), e expressdao de genes indutores (BAX,
CASPASE 8 e CASPASE 3) e inibidores (BCL?2) da apoptose por RT-RTPCRgq. Os resultados
demonstraram correlagdes positivas entre a marcacao de caspase-3 clivada com a duracao do
protocolo de indu¢do de ovulagdo (r = 0.445, p < 0.05), assim como também da expressao
génica de CASPASE 3 e CASPASE 8 (r = 0462, p < 0.05; r = 0420, p < 0.05;
respectivamente). Adicionalmente, foi observado diferenca entre a expressdo ICQ de pro
caspase-3 e caspase-3 clivada nas células da granulosa (p < 0.0001) e uma correlagdo positiva
entre a marcagao de pro-caspase-3 com a proporcao de odcitos maduros coletados (r = 0.427,
p <0.05). Portanto, o presente estudo demonstrou que, pacientes submetidas a um tempo maior
no protocolo para indugdo de ovulagdo apresentam maior propor¢ao de apoptose em células da
granulosa humana, e esse evento pode estar relacionado a dois fatores distintos: i) um tempo
mais longo de inducdo de ovulacdo leva a ativagao da apoptose em células da granulosa; ii) um
indice apoptético maior em células da granulosa proporciona um tempo maior para inducao da
ovulacdo. Entretanto, a expressdo de pro-caspase-3 em células da granulosa humana relaciona-
se a uma maior porcentagem de odcitos maduros, indicando que a expressdo de pro-caspase-3
pode estar envolvida a uma melhor atividade fisiol6gica das células da granulosa humana, sendo
expressa de forma constitutiva nessas células durante a foliculogénese.

PALAVRAS-CHAVE: Apoptose; Caspase-3; Caspase-8; Células da granulosa humana;
Hiperestimulac@o ovariana controlada



ABSTRACT

The quality of oocytes depends on interactions with surrounding granulosa cells. Granulosa
cells are essential in normal follicular maturation process since they produce steroidal hormones
and growth factors, and they play a crucial role in follicular atresia. An increase of granulosa
cells apoptosis appears to have a negative effect on conception and pregnancy rates in IFV
programs. Thus, this study evaluated the clinical correlation of pro caspase-3, cleaved caspase-
3 and other apoptosis related genes expression in human granulosa cells of patients undergoing
controlled ovarian stimulation. We enrolled prospectively 35 IVF patients referred to a private
clinic for couple infertility treatment and women fertility preservation. Luteinized granulosa
cells were 1solated from follicular fluid, their expression of pro caspase-3 and cleaved caspase-
3 was assessed by immunostaining of cellblock sections and the gene expression of apoptosis
inducers (CASPASE 3, CASPASE 8 and BAX) and inhibitor (BCL2) was quantified by real-
time polymerase chain reaction. Cleaved caspase-3 correlated positively with the length of COS
(r =0.445, p < 0.05) and the length of infertility (r = 0.476, p < 0.05). Gene expression of
CASPASE 3 and CASPASE 8 also correlated directly with the length of COS (r = 0.462, p <
0.05; r = 0.420, p < 0.05; respectively). There was a major difference in the expression of pro
caspase 3 and cleaved caspase 3 in granulosa cells (p < 0.0001), associated with a positive
correlation of pro caspase 3 expression and the proportion of mature oocytes collected (r =
0.427, p < 0.05). Therefore, the present study demonstrated that patients submitted to control
ovarian stimulation (COS) protocol for a longer period present a higher proportion of apoptosis
in granulosa cells, and this event may be related to the time period needed to COS that triggers
apoptosis in granulosa cells; or the higher proportion of apoptosis in granulosa cells is the cause
for a longer time of COS in these patients. These previous findings suggest that pro caspase 3
is constitutively expressed in human granulosa cells, underling it’s role not as a cell death
marker, but of physiological granulosa cell function. Moreover, the activation of caspase 3 in
granulosa cells is associated with a longer COS in IVF protocols.

KEYWORDS: Apoptosis; Caspase 3; Caspase 8; Controlled ovarian stimulation; Granulosa
cells.
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1. INTRODUCAO

Infertilidade € definida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como a incapacidade de
um casal em alcancar a concepcao ou levar uma concepcao a termo apds um ano ou mais de
relacdes sexuais regulares, sem protecao contraceptiva (LEAVER, 2016). Sdo muitas as causas
de infertilidade, atingindo cerca de 10-15% dos casais, podendo afetar a mulher, o homem ou
ambos, sendo assim uma questdao com grande impacto na satde psicologica do casal (ZHANG
et al., 2016). A estimulacio ovariana é aplicada durante o manejo da infertilidade, para inducao

de ovulacdo em pacientes anovulatdrias, e é utilizada isoladamente ou em conjunto com

inseminacgdo intrauterina e outras tecnologias de reproducio assistida (CHAUBE et al., 2014).

As células da granulosa (CGs) t€ém um importante papel na maturacdo oocitaria in vivo e in
vitro, e os beneficios da presenca dessas células durante a foliculogénese podem ser atribuidos
a formagao de um microambiente favoravel (bioquimico e metabdlico) ao redor do odcito, uma
vez que produzem hormdnios esteroides e fatores de crescimento, além de desempenhar um

papel crucial na atresia folicular (HENNET; COMBELLES, 2012).

A apoptose € um processo continuo em todas as fases do desenvolvimento ovariano e folicular,
participa da deplecdo das células germinativas do ovario no desenvolvimento embrionério e
fetal, na atresia folicular durante a vida reprodutiva, e € responsavel pela degeneracdo do corpo
liteo. No entanto, a apoptose das CGs parece ter um efeito negativo nas taxas de gravidez em
programas de fertilizacdo in vitro (FIV), uma vez que a maior incidéncia de apoptose em CGs
tem sido associada a uma maior incidéncia de foliculos vazios, menos odcitos recuperados e
menor qualidade de odcitos e embrides. Além disso, diferentes protocolos de estimulacao
ovariana afetam diferentemente a incidéncia de apoptose nas células da granulosa (ALMEIDA

et al., 2018; JANCAR et al., 2007).

Diversos estudos buscam demonstrar uma correlacdo clinica da expressdo de marcadores
apoptoticos em células da granulosa humanas, sendo a caspase-3 uma das principais moléculas
avaliadas. Atualmente ndo ha um consenso sobre o exato papel da apoptose e da caspase-3
como preditores da qualidade oocitaria, ja que diferentes trabalhos apresentaram resultados
divergentes sobre a correlagdo da expressdao de marcadores apoptoticos nas CGs e os resultados

de procedimentos de FIV ou da qualidade dos odcitos coletados (ALMEIDA et al., 2018;
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CLAVERO et al., 2003; GLAMOCLIJA et al., 2005; JANCAR et al., 2007; KANEKO et al.,
2000; LEE et al., 2001; LOBACH et al., 2017; NAKAHARA et al., 1997; OOSTERHUIS et
al., 1998; SUH et al., 2002).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. APOPTOSE

A apoptose foi primariamente descrita em 1972, como sendo um tipo de morte celular
morfologicamente distinto do que ji havia sido observado ate entdio (KERR; WYLLIE;
CURRIE, 1972), e passou a ser reconhecida como uma forma de morte celular “programada”
por envolver a eliminacdo geneticamente determinada de células. Sendo assim, a apoptose é
responsavel por manter a homeostase em organismos multicelulares através do balanco entre
proliferacdo e morte celular (RIEDL; SHI, 2004). Esse fendmeno ocorre normalmente durante
o desenvolvimento embriondrio e organogénese, e também durante a vida adulta, na renovagao
de células epiteliais, na involucdo de estruturas e érgaos por privacdo de fatores de crescimento,
hormonios ou na senilidade, e at€é mesmo na involucdo de tumores (ELMORE, 2007; LI;

YUAN, 2008).

Morfologicamente, a apoptose € caracterizada pela fragmentacdo do DNA, condensagdo
citoplasmatica, picnose nuclear, formacdo de projecdes na membrana citoplasméitica
(blebbing), colapso do citoesqueleto e finalmente a formagao dos corpos apoptéticos, que sao
prontamente fagocitados por macréfagos ou células vizinhas, sem ativacdo da resposta imune

(LI; YUAN, 2008).

Os mecanismos e vias bioquimicas de ativacdo da apoptose sdo extremamente complexos,
envolvendo cascatas de sinalizacdo molecular dependentes de energia. As principais vias de
ativacdo da apoptose sdo a via extrinseca (receptores de morte) e intrinseca (mitocondrial),
sendo que ambas estdo conectadas, e portanto, moléculas de uma via podem influenciar a outra,
e ambas convergem para a mesma cascata terminal de execu¢do: a clivagem da pro-caspase-3

em caspase-3, com consequente fragmentacdo do DNA (IGNEY; KRAMMER, 2002).

A via extrinseca envolve interacdes mediadas por receptores de morte transmembrana,

membros da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), e possuem um dominio
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citoplasmatico denominado “dominio de morte”, responsavel por transmitir o sinal extracelular
de morte da superficie celular para as cascatas de sinalizacdo intracelular. Os principais
receptores de morte descritos sdo o receptor Fas (FasR) e o receptor TNFRI1, que quando
ativados por seus respectivos ligantes (FasL e TNF-a), ativam uma série de intermedidrios que
resultam na ativacdo da pré-caspase-8 em caspase-8, uma molécula iniciadora do processo de

apoptose (ELMORE, 2007).

J4 a via intrinseca pode ser iniciada por diversos estimulos, como auséncia de hormodnios,
fatores de crescimento e citocinas (perda da supressiao da apoptose), ou danos celulares diretos
(radiacdo, toxinas, hipoxia, radicais livres e infec¢des virais), todos eles resultando em
alteracdes na membrana mitocondrial. Essas altera¢des resultam em uma maior permeabilidade
da mitocondria e consequente liberacdo de diversas proteinas pro-apoptédticas para o
citoplasma, sendo uma das principais o citocromo c, que juntamente com o fator de ativacao de
apoptose 1 (Apaf-1) forma o apoptossomo, ativando a caspase-9 e a via mitocondrial de morte

dependente de caspase (ELMORE, 2007; GRUTTER, 2000).

Tanto a via extrinseca quanto a intrinseca terminam na ativacdo das vias efetoras da apoptose,
iniciada pela ativacao das caspases efetoras que por sua vez ativam endonucleases responsaveis
por degradar o material genético, e proteases que degradam proteinas nucleares e do
citoesqueleto. Essa degradacdo dos componentes celulares € o que da origem as alteragdes

morfoldgicas e bioquimicas observadas nas células apoptéticas (LI; YUAN, 2008).

A regulacgdo e a execucdo da apoptose sdo atribuidas principalmente a duas grandes familias: a
Bcl-2 e as Caspases (ADAMS, 2003). A familia Bcl-2 est4 subdividida em dois grupos: pro-
apoptoticas (Bax, Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Box, Bik, Blk, Bim, Hrk, BNIP3), localizadas
principalmente na membrana externa da mitocOndria; e anti-apoptdticas (Bcl-2, Bel-x1, Al,
Mcl-1), localizadas no envelope nuclear € no reticulo endoplasmatico (WANG; YOULE,
2009). A Bax esti diretamente relacionada com a atresia oocitaria (JURISICOVA; ACTON,
2004). A homeostase € mantida pelo controle da quantidade de proteinas pro-apoptoticas e
antiapoptoticas presentes e/ou ativadas no citoplasma (FRANTZ et al.,, 2006; YANG;
RAJAMAHENDRAN, 2002). Estas proteinas estdo ligadas as mudancas na permeabilidade da
membrana mitocondrial, porém também podem estar envolvidas na ativagcdo das caspases. A

proteina Bcl-2 inibe a apoptose diretamente bloqueando as caspases e, indiretamente,
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impedindo a liberacdo de citocromo c. Essa € uma importante proteina que participa da ativacao
da apoptose via alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial (MIGNOTTE,;

VAYSSIERE, 1998).

As caspases sdo proteases que utilizam a cisteina como grupo nucleofilico na clivagem de
substratos, desencadeando a apoptose (CHANG; YANG, 2000; GRUTTER, 2000). Essas
proteases sdo sintetizadas como precursores inativos (pro-caspases) e sdo ativadas (caspases)
somente quando a célula recebe sinal de morte (LI; YUAN, 2008). Sao classificadas como
caspases iniciadoras (caspases 1, 2,4, 5, 8, 9, 10, 11 e 12) e caspases efetoras (caspases 3, 6
7), e ap6s a ativagcdo das caspases efetoras o mecanismo de ativacdo da apoptose torna-se

irreversivel (LI; YUAN, 2008).
2.1.1. CASPASE 3

A caspase-3 € considerada a mais importante caspase efetora, e pode ser ativada por qualquer
caspase iniciadora (caspases 8, 9 ou 10). Ela ativa especificamente a DNase ativada por caspase
(CAD), uma endonuclease responsavel pela degradagdo internucleossomica do DNA e
condensacdo da cromatina. Além disso, a caspase-3 também induz a reorganizacdo do
citoesqueleto e desintegracdo da célula em corpos apoptéticos (ELMORE, 2007). A ativagdo
da caspase-3 ¢ um dos ultimos eventos da morte celular, sendo considerado um “ponto de nao-
retorno”. No citoplasma, assim como outras caspases, a caspase-3 existe na forma de uma proé-
enzima que € clivada em duas subunidades que se dimerizam, formando assim a enzima ativa.
Por ser uma caspase efetora, a pro-enzima da caspase-3 ndo possui nenhuma atividade até ser
clivada pelas caspases iniciadoras, evitando que uma desregulacdo na producdo de caspase-3

leve a morte indiscriminada de células (WALTERS et al., 2009).

Apesar de ser uma proteina chave na execucdo da apoptose, evidencias indicam que a caspase-
3 possua outras fungdes vitais ndo relacionadas a apoptose, como desenvolvimento
embriondrio, diferenciacdo de neurdnios, disfuncdo de sinapses, desordens neuroldgicas
(doencas de Parkinson e Alzheimer), regulacdo da hematopoiese, renovacdo de células
senescentes e ainda algumas disfungdes cardiacas e autoimunes (AMELIO; CAVALLUCCI;

CECCONI, 2009; KHALILZADEH et al., 2018; SHALINI et al., 2015).
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2.2. CELULAS DA GRANULOSA

Células da granulosa (CGs) sdo células somaticas derivadas das células do epitélio celomético
que formam a crista gonadal, e ddo suporte para o desenvolvimento dos gametas femininos nos
ovarios. Elas sdo as unicas células somaiticas que interagem diretamente com o odcito,
formando uma monocamada ao redor da oogbnia no foliculo primordial e futuramente
constituindo as varias camadas do cumulus oophorus que circundam o odcito no foliculo pré
ovulatdrio. Em todos os seus estigios de diferenciagdo as CGs sdo componentes criticos para a
nutricdo e maturacdo do gameta feminino, criando o ambiente metabdlico e hormonal
necessario para sincronizar a receptividade uterina com a liberagdo dos odcitos maduros e

sustentar os primeiros estagios da gravidez (BAUMGARTEN; STOCCO, 2018).

Os multiplos componentes celulares dos foliculos interagem de forma muito bem integrada
para secretar hormonios esteroides e nao esteroides, controlando o desenvolvimento oocitario,
sendo a interacdo células da granulosa-odcito de extrema relevancia (Figura 1). A sinalizacdo
bidirecional entre as CGs e o odcito, via interagdes pardcrinas, regula o crescimento dos
foliculos primordiais, dos quais um foliculo antral dominante serd selecionado para ovulacao
de um odcito maduro e o restante dos foliculos serd eliminado por apoptose, no processo de
atresia (DUMESIC et al., 2015; STRAUSS; WILLIAMS, 2014). Essa sinalizacdo bidirecional
se altera ao longo da foliculogénese para sincronizar o desenvolvimento do foliculo com a
maturacao oocitaria, e caso esses mecanismos sejam perturbados pode haver danos moleculares
nas CGs, levando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou a mutagdes
mitocondriais, alterando assim o microambiente folicular e prejudicando o odcito. Por isso, a

regulacdo da foliculogénese e da atresia pelas CGs € essencial para uma boa qualidade oocitéria.
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Figura 1: InteracSes paracrinas e autOcrinas entre células da teca, células da granulosa e o odcito. A,
androstenediona; BMP, proteina 6ssea morfogenética; E, estradiol; FGF, fator de crescimento fibroblastico; FSH,
hormonio foliculo estimulante; GDF, fator de crescimento e diferenciacdo; HGF, fator de crescimento do
hepatécito; IGF, fatores de crescimento tipo insulina; KGF, fator de crescimento derivado de queratindcitos; KL,
ligante Kit; LH, hormdnio luteinizante; TGF, fator de crescimento transformador.
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Adaptado de Strauss e Willians, 2014

2.2.1. REGULACAO DA FOLICULOGENESE E ATRESIA

O desenvolvimento dos foliculos ovarianos € um processo regulado por diversos fatores
endocrinos, paracrinos e autdcrinos que atuam coordenadamente para selecionar os foliculos
que serdo ovulados, sendo que mais de 99% de todos os foliculos ovarianos ndo atingem o
estagio pré ovulatério e sdo eliminados por um processo degenerativo fisiologico, chamado
atresia. Fatores produzidos e secretados pelas CGs, como hormonios esteroides e nao
esteroides, fatores de crescimento e diferenciacdo celular e citocinas, demonstraram ser
essenciais para a sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo das CGs e consequentemente dos
foliculos. Além disso, as CGs sdo o primeiro tipo celular a entrar em apoptose nos foliculos
atréticos, indicando seu papel ndo s6 na regulacdo do crescimento folicular, como também do

processo de atresia (MATSUDA et al., 2012).

O papel das CGs na regulacdo da foliculogénese em humanos comega ja na vida intrauterina
com o inicio da producdo de 4cido retindico (RA) pelas pré células da granulosa, induzindo
grupos de oogOnias a entrarem em meiose, tornando-se o6citos. Posteriormente, os 04citos sao

circundados por um epitélio simples de pré células da granulosa escamosas, formando os



20

foliculos primordiais — as unidades funcionais basicas do ovario (BAUMGARTEN; STOCCO,
2018). Ap6s a puberdade, um nimero de foliculos primordiais inicia seu crescimento a cada
ciclo menstrual, tornando-se foliculos primarios. As pré CGs escamosas tornam-se cibicas e se
proliferam, estimuladas por fatores ovarianos e oocitirios, como a ativacdo do fator de
transcricao forkhead box 1.2 (FOXL?2), do complexo de proteinas Alvo mamifero do complexo
de rapamicina 1 (mTORCI1) e a interagdo entre o receptor Kit presente na superficie do oo6cito

e seu ligante (Kit-L), expresso pelas CGs (BAUMGARTEN; STOCCO, 2018).

Subsequentemente, os foliculos evoluem para foliculos secundérios, com o crescimento da
camada de células da teca ao redor das camadas de CGs, que comegam a expressar receptores
de hormonio foliculo estimulante (FSH), estradiol e andrégenos. Estimuladas pelo hormdnio
luteinizante (LH), as células da teca iniciam a sintese de andrégenos que serdo convertidos em
estradiol pelas CGs no foliculo antral (BAUMGARTEN; STOCCO, 2018; STRAUSS;
WILLIAMS, 2014). Durante a transi¢ao para foliculo antral, estimuladas por fatores derivados
do oécito (Fator de Crescimento e Diferenciacdo 9 (GDF-9) e Proteina Morfogenética Ossea
15 (BMP-15)), as CGs produzem diversos fatores autocrinos e paracrinos, como Kit-L, ativinas,
inibinas, hormonio antimulleriano (AMH) e Fator do Crescimento Transformador-o. (TGFo) —
que coordenam o crescimento do odcito, a proliferacdo das CGs e diferenciag@o das células da

teca (DUMESIC et al., 2015).

Ja na fase antral sdo estabelecidos compartimentos distintos no foliculo: o odcito, circundado
por CGs que formam a corona radiata e o cumulus oophorus, as CGs murais que revestem
internamente o foliculo e sdo separadas das células da teca pela membrana basal, e o antro

preenchido pelo liquido folicular (Figura 2). Os foliculos se tornam gonadotrofina-dependentes,
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onde o FSH e o LH estabelecem os mecanismos primdrios que controlam a sele¢do e
dominancia dos foliculos, através dos eixos de feedback entre hipotilamo-hip6fise-ovario
(HENNET; COMBELLES, 2012). O FSH € o principal hormdnio que nesse momento controla
o crescimento folicular, resultando na producdo e secrecao de estradiol e inibina pelas CGs dos
foliculos maiores e dominantes. Estradiol e inibina atuam no eixo hipotalamo-hipéfise e levam
a diminuicao da secrecdo de FSH (feedback negativo ovariano), para que o crescimento dos
foliculos nao-dominantes seja suprimido. Nesse momento, as CGs do foliculo dominante
adquirem receptores de LH, transferindo os tltimos estadgios da maturacdo folicular a presenca
do LH, quando o pico desse hormonio finalmente resulta na ovulagio (MATSUDA et al., 2012;
STRAUSS; WILLIAMS, 2014)

Figura 2: Representacdo esquemética de foliculo antral.

Adaptado de Hennet e Combelles, 2012.

Apesar de a atresia poder ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento folicular a fase antral
¢ a de maior incidéncia do processo, onde a maioria dos foliculos sdo descartados por apoptose
e pouquissimos sdo selecionados para a ovulagdo (HIRSHFIELD, 1991). A atresia ocorre
principalmente como um reflexo da auséncia de fatores troficos essenciais em momentos
criticos da formagdo ou maturacdo folicular, como o FSH, estradiol, fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFs) e outros fatores de crescimento. Em ovarios fetais, a morte por
apoptose € primariamente responsivel pela eliminacdo das células germinativas e apds o
nascimento tanto o o6cito quanto as CGs estdo envolvidos na apoptose. Porém, nos foliculos
em crescimento sdo as CGs que sofrem as primeiras mudangas que levam a atresia, recebendo
assim a funcdo de iniciadoras da morte por atresia (BAUMGARTEN; STOCCO, 2018;
CHAUBE et al.,, 2005; CHUN et al., 1996; HENNET; COMBELLES, 2012; MARKSTROM
et al., 2002). Nos estigios iniciais de atresia folicular, as CGs em apoptose surgem e aumentam
seu nimero gradualmente (enquanto nao existem indicios de apoptose no odcito ou nas células
da teca), até que a maioria das CGs estejam em apoptose em foliculos atrésicos mais avancados,
onde ha a disruptura quase total das camadas de CGs, que se desprendem umas das outras
invadindo o espaco antral, e esses foliculos sdo entdo eliminados (MATSUDA et al., 2012).
Dessa forma, ndo sio observadas CGs em apoptose em foliculos saudaveis, sendo que foliculos
com CGs menos responsivas aos fatores de sobrevivéncia ou na auséncia deles, sdo destinados

a morte por atresia.
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A auséncia de fatores promotores de sobrevivéncia ou a ativa¢do de receptores de morte sio as
principais causas de apoptose e ambas contribuem para a iniciacdo da atresia pelas CGes,
induzindo diferentes vias de sinalizagdo intracelular que resultam no denominador comum da
apoptose: a ativagdo da caspase-3 e subsequente fragmentacdo internucleossémica do DNA
(Figura 3). Assim, a apoptose nas CGs ocorre predominantemente através de sinalizagdes
dependentes de caspases, sendo que as sinalizagdes especificas do processo dependem do
estagio de desenvolvimento do foliculo e a origem de um estimulo intrinseco ou extrinseco. A
expressdo adequada de receptores especificos durante a foliculogénese garante a producdo e
secrecdo de fatores autOcrinos e paricrinos que garantem a sobrevivéncia das CGs e
consequentemente dos foliculos, sendo que o balanco entre esses fatores de sobrevivéncia e
sinais apoptéticos extra e intracelulares ird determinar o destino dos foliculos (MATSUDA et

al., 2012; REGAN et al., 2018a; STRAUSS; WILLIAMS, 2014).

Figura 3: Modelo esquemético de mecanismos de sobrevivéncia e apoptose em células da granulosa em um
foliculo saudavel e um foliculo atrésico. AKT, proteina quinase B; APAFI1, fator de ativagdo de apoptose; cFLIP,
proteina celular inibitéria de FLICE; Cyt c, citocromo C; DcR1, receptor decoy 1; DR4, receptor de morte 4;
FADD, proteina associada a Faz com dominio de morte; FASLG, ligante de FAS; FOXO, fator de transcri¢dao
forkhead; FSH, hormoénio foliculo estimulante; FSHR, receptor do hormoénio foliculo estimulante; gpl30,
glicoproteina 130; IL-6, interleucina 6; IL-6sR, receptor de interleucina 6; IGF-I, fator de crescimento tipo
insulina; IGF-IR, receptor do fator de crescimento tipo insulina; P, grupo fosfato; PI3K, fosfoinositideo 3 quinase.
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Adaptado de MATSUDA et al., 2012

2.3. HIPERESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA (HOC)

A HOC representa a base dos procedimentos de reproducdo assistida, pois é a etapa do

tratamento que induz a producdo dos odcitos que serdo fertilizados in vivo (coito programado e
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inseminacao intrauterina) ou coletados, através de uma aspira¢do folicular, para serem
fertilizados por técnicas in vitro (fertilizagcdo in vitro (FIV) e injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI). O objetivo da HOC € a obten¢do de um niimero satisfatdrio de odcitos
que sejam capazes de produzir embrides de boa qualidade, aumentando assim as chances de

implantacdo e nascimentos vivos (LOBACH et al., 2017).

Os diferentes protocolos existentes de HOC baseiam-se no uso de medicamentos hormonais
que irdo induzir o crescimento e amadurecimento dos foliculos ovarianos, sendo a indicacdo de
cada um deles individualizada, considerando-se diversos fatores como a idade da paciente,
marcadores de reserva ovariana, duracdo e causas de infertilidade entre outros. Assim, ndo ha
um consenso sobre qual protocolo de HOC € mais apropriado nos servi¢os de reproducdo
assistida, ja que cada um deles possui seus proprios beneficios, e as respostas da utilizacao de

um mesmo protocolo podem variar entre as pacientes (KANEKO et al., 2000).

Além de permitir a obten¢ao de um maior niimero de odcitos por ciclo, os protocolos de HOC
também tornam possivel o acesso a um material de grande valor para a pesquisa em medicina
reprodutiva: o liquido folicular e as células da granulosa (murais e do cumulus oophorus).
Considerando-se a obten¢do mais dificil de amostras de tecido ovariano para avaliacdo dos
fendmenos que regulam a foliculogénese, o liquido folicular e as CGs provenientes de
aspiracdes foliculares, e que normalmente seriam descartados nos servigos de reproducdo
assistida, tém sido extensivamente utilizados na pesquisa, permitindo elucidar diversos

mecanismos acerca da maturagao folicular e oocitaria.

2.3.1. INTERFERENCIA DA APOPTOSE EM PROCEDIMENTOS DE
REPRODUCAO ASSISTIDA

A probabilidade de obtencdo de bons resultados em programas de reproducio assistida - ou
seja, a ocorréncia de gravidez e nascimento vivo — esta diretamente relacionada a qualidade dos
gametas utilizados para gerar os embrides. E para que seja produzido um odcito maduro e de
qualidade durante a foliculogénese € necessario que o processo de crescimento € maturacao
folicular seja muito bem regulado. Na medicina reprodutiva, a avaliacdo da qualidade oocitaria
€ restrita a técnicas ndo-invasivas, como andlises morfologicas e morfométricas, tornando o

estudo do microambiente que cerca o odcito extremamente relevante para melhor compreender
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os fatores que podem contribuir para a maturacio e qualidade oocitaria, e consequentemente
permitir melhorias nos protocolos de estimulacdo ovariana usados em tratamentos de

infertilidade (ALMEIDA et al., 2018; WALLACE et al., 2012).

Por muito tempo acreditou-se que a maior ocorréncia de apoptose em CGs durante tratamentos
de FIV estivesse relacionado com um resultado negativo no tratamento, mas, no entanto, essa
visdo tem sido questionada nos ultimos anos devido a existéncia de resultados conflitantes e
muitas vezes inconclusivos na literatura. A incidéncia de apoptose em CGs ja foi correlacionada
com diversos parametros clinicos, e os trabalhos iniciais sobre o assunto demonstraram
correlagdes negativas entre a ocorréncia de apoptose em CGs com o nimero de odcitos
coletados, com a qualidade dos embrides, com taxas de fertilizacdo e gravidez, além de
encontrarem maior incidéncia de apoptose em odcitos ndo fertilizados e em pacientes mais
velhas (KEEFE et al., 1995; LEE et al., 2001; LEVRAN et al., 1991; LIM; TSAKOK, 1997;
NAKAHARA et al., 1997; OOSTERHUIS et al., 1998; SEIFER et al., 1996). Entretanto,
utilizando metodologias mais avangadas, trabalhos mais recentes ndo foram capazes de
encontrar correlagdes semelhantes (CLAVERO et al., 2003; J ANCAR et al., 2007; REGAN et
al., 2018b). Dessa forma, ainda ndo ha um consenso sobre a influéncia da apoptose sobre os
possiveis resultados dos programas de reproducao assistida (ALMEIDA et al., 2018; REGAN
et al., 2018a).

3. JUSTIFICATIVA

Nos servigcos de reproducdo humana assistida, o estudo do ambiente que cerca o o6cito, como
as células da granulosa, cumulus oophorus e do liquido folicular, podem fornecer pistas
importantes sobre a qualidade do mesmo, ja que a avaliacio direta do o6cito € muito limitada
pela necessidade de submeté-lo apenas a técnicas ndo invasivas (tais como analise morfologica
e morfométrica) a fim de preserva-lo. Portanto, buscam-se indicadores da qualidade funcional
do odcito no liquido folicular e nas células da granulosa que o circundam com o objetivo de
melhorar os protocolos de estimulagdo ovariana, e as taxas de gravidez das pacientes em
tratamento. Podemos observar na literatura que ndo ha consenso sobre a ocorréncia da apoptose
nas células da granulosa humana e sua relagdo com a foliculogénese induzida nos protocolos

de HOC, e seu impacto na quantidade de foliculos ovarianos, quantidade de odcitos
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recuperados, maturacdo e qualidade dos odcitos recuperados, qualidade embrionéria e taxas de
gravidez. Portanto, o presente trabalho justifica-se pela necessidade de mais pesquisas que
contribuam para elucidar a relevancia e os impactos da apoptose em células da granulosa

humana nos desfechos dos protocolos de HOC no tratamento da infertilidade.

4. HIPOTESE

Um maior indice de apoptose nas células da granulosa de pacientes submetidas a HOC pode
estar associado a uma menor quantidade de foliculos ovarianos, menor quantidade de odcitos

coletados, assim como menor quantidade de odcitos maduros.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o significado clinico da expressdo de marcadores da apoptose nas células da granulosa
provenientes da puncdo folicular de mulheres submetidas a hiperestimulagdo ovariana

controlada (HOC).
5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Correlacionar a expressao génica de BAX, BCL2, CASPASES8 e CASPASES3, e proteica de
proé caspase-3, caspase-3 clivada em células da granulosa com a resposta a indu¢do da ovulacao

pelas pacientes, avaliada por meio dos seguintes parametros:

e Contagem de foliculos antrais ao ultrassonografia;

e Protocolo de hiperestimula¢do ovariana controlada;

e (Quantidade de odécitos coletados;

e (Quantidade de odécitos maduros obtidos e de odcitos fertilizados;

e (Quantidade de embrides viaveis.

- Correlacionar a expressao génica de BAX, BCL2, CASPASES8 e CASPASE3 com a expressdo

proteica de pré caspase-3, caspase-3 clivada em células da granulosa.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG) sob o parecer de niimero 1.979.648 (Anexo A).
6.2. O EXPERIMENTO

Trata-se de um estudo prospectivo, comparativo, envolvendo a coleta de liquido folicular e de
células da granulosa humana. Todas as pacientes convidadas a participarem da pesquisa
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B) antes da inclusio no

estudo.
6.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram consideradas elegiveis para participar do estudo todas as pacientes admitidas para a
realizacdo de congelamento de odcitos, fertilizacao in vitro (FIV) e inje¢do intracitoplasmética
de espermatozoide (ICSI). Foram incluidos os dados de pacientes admitidas para o tratamento
de infertilidade em uma clinica particular de Belo Horizonte, MG, que foram submetidas ao
mesmo protocolo de hiperestimulagdo 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 revogacido do consentimento da paciente em participar da
pesquisa, em quaisquer etapas do trabalho, e pacientes positivas para doengas

infectocontagiosas.

6.4. HIPERESTIMULACAO OVARIANA CONTROLADA, ASPIRACAO DE
FOLICULOS E FERTILIZACAO IN VITRO

As pacientes participantes desse estudo, passaram previamente por hiperestimulacdo ovariana
controlada (HOC), conforme Protocolo Antagonista do servigo ja padronizado pela clinica de

reproducdo particular, realizado por colaboradores nesse estudo.

Para tal procedimento, é realizado o ultrassom basal no 1° ou 2° dia da menstruagao com

objetivo de comprovar a auséncia de cistos ovarianos. Em seguida, administra-se a



28

gonadotrofina (hMG ou FSH) a partir do 2°/3° dia da menstruagao, com dose inicial padrdo de
225 Ul/dia. E utilizado Fostimon (FSH urinrio), Elonval00 ou 150 (FSH recombinante),
Puregon (FSH recombinante) ¢ Menopur (hMG) de acordo com avaliacdo clinica de cada
paciente. A critério clinico, opta-se pela associacdo do Letrozol, na dosagem de 2,5 a 5 mg ao
dia, durante 5 dias, iniciado entre o primeiro e o terceiro dia do ciclo. O primeiro ultrassom ¢é
realizado no 5°/6° dia da estimulacdo e, confirmada a presenga de pelo menos 1 foliculo com
mais de 13 mm de didmetro médio, inicia-se a dessensibilizacdo hipofisaria com a
administracdo do antagonista (Orgalutran) entre o quinto e o sétimo dia de estimulagdo
ovariana, até 24 horas antes da administracdo do hCG / GnRHa. Os demais exames de ultrassom
sdo realizados a cada 48-72 horas. A gonadotrofina coridnica (hCG) € administrada na presenca
de pelo menos dois foliculos maiores que 17 mm e 4 foliculos entre 14 e 17 mm. Segundo
avaliacdo médica, opta-se substituir o hCG pelo GnRHa para a maturagdo oocitaria, havendo
risco para o desenvolvimento da Sindrome de Hiperestimulacdo Ovariana. Nesses casos, todos
os embrides sdo criopreservados e nao ha transferéncia de embrides. A pungio ovariana para

coleta dos odcitos ¢ realizada 34 a 36 horas ap6s a administragao de hCG/GnRHa.

A aspiragdo dos foliculos ¢é feita utilizando uma agulha de aspirag¢do folicular de calibre 17
conectada a uma sonda de ultrassom transvaginal com uma pressao negativa de 100 mm Hg
cerca de 36 horas ap6s a inje¢cao do hCG. O liquido folicular € 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 € registrado.

O sémen € preparado utilizando a técnica swim-up e a inseminacdo dos odcitos coletados €
realizada por fertilizagdo in vitro simples (FIV) ou injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI) conforme indicacdo médica. A fertilizacdo do odcito € avaliada em um
periodo de 18-20 horas ap0s a inseminacdo pela confirmagio da presenca e da localizacao de
dois pré-nucleos. Até quatro embrides sdo selecionados para a transferéncia e os restantes sao

deixados em cultivo até o estigio de blastocisto e subsequentemente criopreservados.

Os embrides obtidos sdo entdo transferidos entre o segundo e quinto dia apos a fertilizacao,
segundo protocolo do servico. E administrado progesterona por via vaginal na dose de
600mg/dia para suporte de fase lutea desde o dia da transferéncia de embrides até a confirmacao

da gravidez, com B-hCG sérico acima de 25 U, duas semanas ap6s a transferéncia.
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6.5. PARAMETROS CLINICOS

Para realizar a correlagdo da expressdo de caspase-3 e de outros marcadores apoptdticos com
os parametros clinicos e resultados da HOC, foram coletadas junto a clinica de reprodugdo

particular as seguintes informacdes clinicas das pacientes avaliadas:

e Idade (anos)

e Duracio da infertilidade (anos)

e Numero de tentativas prévias de HOC/FIV
e Contagem de foliculos antrais

e Dose de gonadotrofinas utilizadas na HOC (IU)
e Duragao do protocolo de HOC (dias)

e Numero de odcitos coletados

e Niumero de odcitos maduros (MII) coletados
e Proporc¢ao de odcitos maduros (%)

e Numero de odcitos fertilizados

e Taxa de fertilizacdo (%)

e Numero de embrides viaveis

e Numero de embrides transferidos

Todos esses parametros foram correlacionados com os resultados de expressdao proteica e

génica.

6.6. SEPARACAO DO LIQUIDO FOLICULAR E DAS CELULAS DA
GRANULOSA

A separacao do liquido folicular (LF) e o isolamento das células da granulosa (CG) foi feito de
acordo com protocolo padronizado pelo Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, com algumas

modificacoes (CAMPOS et al. 2012).

ApOs a identificac@o dos odcitos pela equipe de embriologia da clinica de reproducao particular,

o restante do LF que seria descartado foi coletado em tubos Falcon de 50 mL. Duas aliquotas
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de 1 mL do LF foram separadas em tubos eppendorf e todo o material foi transportado em gelo
para o Laboratério do Comportamento Celular (LCC), no Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da UFMG. No laboratério, 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 com uma micropipeta de 1000 pL e transferidos para outra placa de 100 mm contendo
de 2-5 ml de PBS a 4°C, para se retirar o excesso de hemicias. O procedimento descrito acima
foi repetido sucessivamente até ser vertida a dltima porcao de LF dos Falcons de transporte. Os
clusters de CG depositados na segunda placa de petri contendo PBS foram coletados novamente
com uma micropipeta de 1000 pL e 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. Apds a
centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e os pellets de CG e heméacias 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
hemécias foram transferidas para colunas de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
previamente montadas em Falcons de 15 mL, contendo 1 mL de Histopaque e 1 mL. de DMEM
mantidas a 4°C, formando duas fases na proporcao de 2 mL da suspenc¢ao 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 suspensdes de CG foram divididas em 2
eppendorfs contendo 1,5 mL cada, centrifugados a 3000 rpm por 1 minuto e tiveram os
sobrenadantes descartados. A um dos pellets foi adicionado 500 pL. de TRI Reagent (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) e o tubo foi congelado até o momento da extracao de RNA. O segundo

pellet foi utilizado para realizac¢do do cellblock.

6.7. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO — CELLBLOCK — DAS CELULAS DA
GRANULOSA

Ap0s a separacdo, os pellets de células da granulosa passaram por fixacdo e desidrata¢do para

serem emblocados em parafina.
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O PBS sobrenadante da ultima centrifugacdo foi descartado e pipetou-se 200 uL. de alcool 80°
nos pellets, deixando agir por 1 min; acrescentou-se 800 pL de formol 10% tamponado e os
pellets foram fixados por 24 horas. Apds a fixagdo, o excesso dos sobrenadantes foi descartado
e os pellets foram cuidadosamente coletados com uma agulha e depositados em papel filtro. Os
pellets foram corados com duas gotas de eosina para facilitar sua identifica¢do e os papeis filtro
depositados em cassetes e devidamente identificados. Os cassetes foram reservados em alcool
70° por até duas semanas até o processamento pela técnica rotineira de inclusdo em parafina, a
partir do qual foram obtidas sec¢des histologicas de 4um, coradas entdo pelas técnicas de
hematoxilina-eosina e imunocitoquimica para analise em microscopia Optica (PROPHET et al.,

1992).

6.8. IMUNOCITOQUIMICA PARA o-INIBINA, PRO-CASPASE-3 E CASPASE-3
CLIVADA

Foi realizada a imunocitoquimica para a-inibina para identificacdo das CGs e, em seguida foi

realizada a marcagao de pro caspase-3 e caspase-3 clivada.

O procedimento imunocitotoquimico foi realizado pela técnica de reagao em peroxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario polimerizado (Novolink Polymer Detection
Sistem; Leica Biosistems, Newcastle upon Tyne, UK ou LSAB2 System, HRP; Dako North
America; Via Real Carpinteria, CA, USA). A recuperag@o antigénica ocorreu em calor imido
(banho-maria a 98°C) com Target Retrieval Solution Citrate - pH 6,0 (Dako Cytomation,
Glostrup, Denmark). Para bloqueio da peroxidase enddgena as laminas foram incubadas por 2
tempos de 10 minutos em Peroxidase Blockade Solution (Novolink Polymer Detection System;
Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK) ou por 3 tempos de 5 minutos em solu¢cdo de
H20: 3% em alcool metilico. Para bloqueio das proteinas endogenas as laminas foram
incubadas por 20 minutos em Protein Block Solution (Novolink Polymer Detection System;
Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, UK) ou por 1 hora em leite em p6é Molico 8% em
agua destilada (Nestlé). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de
incubacdo do anticorpo primario de 1 hora (pré caspase-3 e caspase-3 ativada) ou 16 horas (o
inibina) e do cromégeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrate Chromogen system;

Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA), de 3 minutos. Apos a incubacdo no
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DAB os cortes foram contracorados com 3 mergulhos em hematoxilina e lavados em 4gua
corrente por 5 minutos. Na Tabela 1 estao listados fabricantes, clones, diluicdo e tempo de
incubacao de cada anticorpo utilizado. Para controle negativo foi omitida a etapa de incubacao
do anticorpo primario, com sua substitui¢cao pelo diluente de anticorpo (Antibody Diluent with
Background Reducing Components; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA), e
para controles positivos foram usados fragmentos de testiculo humano (a-inibina) e timo de

camundongo (pré caspase-3 e caspase-3 ativada).

Para andlise da expressdo de alfa-inibina, foram contabilizadas as CGs com marcagdo positiva
em 800 CGs contadas em campos aleatdrios. Para andlise da expressdao de pro-caspase-3 e
caspase-3 clivada, foram contabilizadas as CGs com marcacao positiva em 500 CGs contadas

em campos aleatorios.

Tabela 1: Anticorpos primarios, fabricantes e padroniza¢ao utilizadas no estudo imunocitoquimico.

Fabricante Clone Diluicao Bloq}lelo Bloqu’elo AnthOE’p.O
peroxidase proteina secundario
Alfa-inibina Abcam Monoclonal 1:100 Novolink Novolink Novolink
Pro- Neomarkers RB-1197-P  1:400 3% H,0, Leite em po Novolink
caspase-3 8%
Caspase-3 Cell . o Leite em p6
clivada Signaling Aspl75 1:100 3% H0, 8% LSAB2

6.9. EXTRACAO DO RNA TOTAL E TRANSCRICAO REVERSA

A expressdao dos genes-alvo para apoptose (Caspase-3, Caspase-8, Bcl-2, Bax e S26) foi

avaliada por PCR em tempo real apds a extracdo de RNA total das células da granulosa.

Para a extracdo do RNA total o pellet das CG coletadas foi ressuspenso em 500 pL de TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), utilizando-se o protocolo do fabricante sem
modificagdes. Ao término do protocolo, o RNA total foi ressuspenso em 20 pL de agua
diethylpyrocarbonate (HO 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). Em
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seguida, aliquotas contendo 1000 ng de RNA total foram tratadas com DNase 1 Amplification
grade (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), com o objetivo de eliminar uma
possivel contaminagdo por DNA gendmico. Apds o tratamento com DNAse as amostras de

RNA foram requantificadas no NanoDrop Lite.

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis

System for RT-PCR (Invitrogen®), seguindo o protocolo do fabricante sem modificagdes.

6.10. OLIGONUCLEOTIDEOS ESPECIFICOS

Os primers (oligonucleotideos) iniciadores designados para a transcri¢ao reversa e PCR em
tempo real dos genes BAX, BCL2, CASP8 e CASP3 foram gentilmente cedidos pelo
Laboratério de Reproducdo Humana do HC/UFMG (LRH-HC/UFMG), e portanto, ji4 eram

Tamanho do Numero de acesso

. A . s 2
Primers Sequéncia de nucleotideos (5°-3’) fragmento do GenBank
S26Forw TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG 75 NM_001029.3
S26Rev CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA

BAXForw TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC 80 NM_138765.3
BAXRev TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT

BCL2Forw ATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGG 90 NM_000657
BCL2Rev TGTGCTTTGCATTCTTGGACGAGG

CASP8Forw GGAAGCAAGAACCCATCAAG 92 XM_006712791.1
CASP8Rev CTTCAGGAAGGACAGATTGC

CASP3Forw GTAGATGGTTTGAGCCTGAG 106 NM_032991.2
CASP3Rev CCAGTGCGTATGGAGAAATG

padronizados, e suas caracteristicas e condi¢gdes publicados pelo grupo de pesquisa (LOBACH
et al., 2017). Como gene de referéncia para correcao da expressdo dos genes-alvo na PCR em
tempo real, foi utilizado o gene que codifica a proteina ribossomal S26. A sequéncia dos primers

e suas caracteristicas estao listados na Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia dos Primers utilizados na PCR em tempo real.

6.11. REALIZACAO DA PCR EM TEMPO REAL

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em tempo real realizada no
equipamento de sistema de PCR em tempo real ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System
(Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Fisiologia e Biofisica do ICB/UFMG),
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utilizando-se o Kit SYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). As amostras foram aplicadas em placas de 384 pocos (ABI PRISM® 384-
Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA),

em duplicata, no volume final de reagdo de 10 pL.
6.12. COLETA E ANALISE DE DADOS

Os dados foram inseridos em uma planilha eletronica e analisados de forma andonima,
preservando sigilo sobre a identidade das pacientes, as quais foram identificadas na planilha
apenas pelo nimero da paciente. O recrutamento das pacientes ocorreu de marco a setembro de

2018.
6.13. ANALISE ESTATISTICA

Os dados clinicos e de expressao génica e protéica foram avaliados para normalidade pelo teste
de Kruskal Wallis e expressos como média + desvio padrdo (para as variaveis de distribui¢ao

normal) ou mediana * intervalo interquartil.

Os resultados do RT-PCR foram obtidos como cycle threshold (Ct) e normalizados para ACt,
que € o Ct do gene alvo menos o Ct do gene referéncia, S26. Visando a realizacio dos calculos,
as pacientes foram segmentadas em dois grupos: baixa proporcao de o6citos maduros coletados
(pacientes com menos de 80% de odcitos maduros do total coletado) e alta propor¢ado de odcitos
maduros coletados (pacientes com 80% ou mais de odcitos maduros do total coletado)
(MANDELBAUM, 2000). A expressao relativa foi calculada usando a féormula 284C onde
AACt € o ACt das amostras de ambos os grupos menos o ACt médio do grupo baixa propor¢ao
de oocitos maduros coletados (LIVAK E SCHMITTGEN, 2001). Os grupos e os dados clinicos

foram comparados usando as médias (distribui¢cdo normal) ou medianas dos valores de 2-AACt

Comparacdes entre grupos foram realizadas por Teste T ou teste de Mann-Whitney, a
correlacdo das varidveis foi avaliada pelo coeficiente r de Spearman, variaveis pareadas foram

comparadas pelo teste de Wilcoxon e foi considerado significativo um p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DAS PACIENTES EM ESTUDO,
PARAMETROS DA HOC E RESULTADOS DA FIV

Foram analisados os dados de 35 pacientes no periodo entre mar¢o e setembro de 2018. O
protocolo utilizado para cada paciente foi individualizado de acordo com os parametros clinicos
e a causa de infertilidade/indicacdo da HOC (Figura 4).

Figura 4: Grafico de distribui¢do das indicagdes de hiperestimulagido ovariana controlada entre as pacientes em
estudo (n = 35). * Casais homoafetivos, preservacdo de fertilidade e produgio independente

Indicacoes HOC
m Masculina
w Outras*
20,00%
m Tubdria
14,29 %
m Endometriose

17,14% §14,29%

m Feminina + Masculina

As caracteristicas clinicas das pacientes, parametros da HOC e resultados da FIV estdo reunidos

na Tabela 3.
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Mediana Quartis (Q1 - Q3)

Idade (anos) 35 33-40
Duracao da infertilidade (anos) 3 1-6
Numero de tentativas de FIV prévias 0 0-1
Contagem de foliculos antrais 19 8-27
Dose de gonadotrofinas (IU) 2288 1050 - 3169
Duracao do protocolo de HOC (dias) 10 9-11
Nuimero de odcitos coletados 13 8-22
Numero de oécitos maduros (MII) coletados 11 5-18
Proporcao de odcitos maduros (%) 79 67 -91
Nuamero de odcitos fertilizados 7 5-12
Taxa de fertilizacao (%) 83 48 - 100
Nimero de embrides viaveis 6 4-10
Nimero de embrides transferidos 2 2-3

Tabela 3: Caracteristicas clinicas das pacientes participantes do estudo e resultados da hiperestimulacdo ovariana
controlada e dos procedimentos de fertilizacdo in vitro realizados (n = 35).

7.2. CELLBLOCK DAS CELULAS DA GRANULOSA E IMUNOCITOQUIMICA
PARA o-INIBINA

A partir da andlise das amostras das pacientes processadas pela metodologia de Cellblock e
coradas em HE, foram observados agregados celulares de diferentes tamanhos, ora entremeados
por filamentos finos eosinofilicos semelhantes a fibrina e conjuntos de hemaécias, algumas vezes
podendo ser observados polimorfonucleares. Hemacias livres e outros componentes sanguineos
sdo correspondentes ao sangue proveniente da puncao ovariana, que € aspirado juntamente com
o liquido folicular, células da granulosa e o odcito. Algumas amostras de liquido folicular
possuiam maiores quantidades de sangue, devido a necessidade de repuncionar os foliculos
durante a coleta e, mesmo com sucessivas lavagens de PBS e a utilizacdo do gradiente de

separacao Histopaque durante o processo de separacdo das CGs, pudemos observar que nao foi
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possivel retirar as hemdcias totalmente. Entretanto, a presenca de hemécias em menor ou maior

quantidade ndo afetou a realizacdo da andlise das amostras.

Observando os agregados celulares foi possivel identificar dois tipos celulares distintos,
morfologicamente compativeis com as CGs e células estromais ovarianas. As CGs foram
predominantemente identificadas como células maiores e globosas, de citoplasma amplo e
eosinofilico, por vezes de aspecto granular, nicleo também globoso, amplo e basofilico, alguns
com nucléolos evidentes (Figura SA). Algumas amostras apresentaram CGs de citoplasma mais
retraido e nicleos mais condensados, o que nao prejudicou a identificacdo das mesmas por se
tratarem de células de maior tamanho quando comparadas aos outros tipos celulares presentes.
As CGs se encontravam aderidas umas as outras em grupos de tamanhos varidveis,
denominados clusters, ou em alguns casos isoladas e rodeadas por hemaicias. Por vezes, os
clusters de CGs estavam associados a fragmentos de estroma ovariano, onde foi possivel
visualizar células pequenas e fusiformes e com niicleos mais condensados, identificadas como
células estromais ovarianas, envoltas por filamentos finos eosinofilicos compativeis com
fibrina, constituindo uma matriz extracelular frouxa, além de pequenos capilares preenchidos
por hemacias (Figura 5B). Além disso, também foram observadas em algumas amostras a

presenca de fragmentos compativeis com epitélio vaginal e de tuba uterina (Figura 6).
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Figura 5: Fotomicrografia de cellblock contendo células da granulosa humanas. Hematoxilina e Eosina. (A)
Cluster de células da granulosa, apresentando citoplasma amplo e eosinofilico, por vezes de aspecto granular,
nicleo também globoso, amplo e basofilico, 20X. No insert, observa-se em maior aumento a morfologia das
células da granulosa, algumas com nucléolos evidentes (asteriscos), 100X. (B) Fragmento de estroma ovariano,
contendo células estromais pequenas e fusiformes e com nticleos mais condensados (setas), envoltas por filamentos
finos eosinofilicos compativeis com fibrina, constituindo uma matriz extracelular frouxa, sendo possivel observar
a presenca de alguns capilares (cabega de seta). Sdo visiveis células da granulosa esparsas na periferia do fragmento
e presenga multifocal de hemacias, 20X.

100 ym

100 ym
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Figura 6: Fotomicrografia de cellblock contendo fragmentos de epitélio de tuba uterina e epitélio vaginal.
Hematoxilina e Eosina. (A) Fragmento de tuba uterina, identificado pela presenca de células cilindricas ciliadas, 10X.
No insert, observa-se em maior aumento a morfologia das células ciliadas (asterisco), 40X. (B)Fragmento de epitélio
vaginal, identificado pela presenca de epitélio escamoso estratificado ndo-queratinizado, 20X.
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Com o objetivo de se confirmar a morfologia das CGs, foi realizada a imunocitoquimica para
identificacdo da subunidade o da inibina (MCCLUGGAGE, 2001). A a-inibina foi identificada
no citoplasma das CGs, em todas as suas variacdes morfoldgicas encontradas nas amostras,
confirmando os achados morfolégicos da coloracdo de HE (Figura 7). Foi interessante observar
que as CGs apresentaram diferentes padrdoes de marcagdo para o-inibina, sendo observadas
células de marcacio fraca, moderada e forte, além de variacdo no mimero de células marcadas
entre as amostras. Essas variacdes de marcacdo de oa-inibina nas CGs foram computadas e
correlacionadas com as variaveis em andlise no estudo, havendo uma correlagio positiva entre
o nimero de CGs marcadas para a-inibina e a propor¢do de odcitos maduros coletados (Anexo

O).

Figura 7: Fotomicrografia de cellblock de aspirado folicular humano. Imunocitoquimica para a-inibina. Células
da granulosa com imunomarcagio citoplasmética e por vezes nuclear para o-inibina, entremeadas por estruturas
semelhantes a estroma ovariano, 40X. No insert é possivel observar a morfologia compativel com células da
granulosa, com marcagio fraca/moderada (setas) e forte (cabega de seta) para a-inibina, 100X.
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7.3. EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DE CASPASE-3 CLIVADA E PRO-
CASPASE-3 EM CELULAS DA GRANULOSA E SUA CORRELACAO
CLINICA

A expressao de caspase-3 clivada e pro-caspase-3 em CGs foi observada em todas as amostras
analisadas, com um padrdo de marcac¢do predominantemente citoplasmatico e por vezes nuclear
(Figura 8A e 8B), sendo a mediana de CGs positivas para caspase-3 clivada de 2.6% (intervalo
interquartil 1.6% - 3.4%) e para pro-caspase-3 de 85.6% (intervalo interquartil 67% - 92.2%),
apresentando diferenca estatistica entre os marcadores com p < 0.0001 (Figura 8C). Além disso,
quando comparados com os pardmetros clinicos da HOC, foram encontradas correlacdes
positivas entre o nimero de CGs marcadas para pro-caspase-3 e a propor¢ao de odcitos maduros
coletados (r = 0.427; p < 0.05), e o nimero de células marcadas para caspase-3 clivada e a

duragao do protocolo de indugdo de ovulacdo (r = 0.445; p < 0.05) (Figura 9).
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Figura 8: Marcagido imunocitoquimica de caspase-3 clivada e pro-caspase-3 em células da granulosa humana.
(A)Fotomicrografia de cellblock de aspirado folicular humano. Imunocitoquimica para caspase-3 clivada. Células
da granulosa com imunomarcacio citoplasmatica e por vezes nuclear para Caspase-3 clivada (setas), 40X. Detalhe
da marcagdo no insert, 100X. (B) Fotomicrografia de cellblock de aspirado folicular humano. Imunocitoquimica
para pro-caspase-3. Células da granulosa com imunomarcagdo citoplasmatica e por vezes nuclear para pro-
caspase-3 (cabeca de seta), 40X. Detalhe da marcagdo no insert, 100X. (C) Variagdo no numero de células da

Positive cells (%)

I
C Pro Caspase 3 Cleaved Caspase 3



43

granulosa positivas para pro-caspase-3 e caspase-3 clivada. Dados expressos em mediana e intervalo interquartil.
p <0.0001.

Figura 9: Relacdo da expressdo de caspase-3 com pardmetros clinicos das pacientes que passaram pelo protocolo
de HOC. (A) Correlagéo positiva entre expressiao de pro-caspase-3 e a propor¢do de odcitos maduros coletados.
(B) Correlagio positiva entre expressao de caspase-3 clivada e a duracéo do protocolo de inducdo de ovulagio. r
= coeficiente de correlagio de Sperman; *p < 0.05.
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7.4. EXPRESSAO DE GENES-ALVO PARA APOPTOSE E SUA CORRELACAO
CLINICA

Foram analisadas 27 das 35 amostras coletadas, devido a baixa concentracdo de material
genético coletado, o que impossibilitaria a realizagdo dos ensaios. Todas as amostras analisadas
demonstraram-se homogéneas para amplificacdo 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, e confiabilidade dos resultados

das curvas de amplificacdo (Figura 10).
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Figura 10: Curvas de Melting com picos tinicos, comprovando a especificidade dos fragmentos dos genes alvos
amplificados. (A) S26; (B) BAX; (C) BCL2; (D) CASP3; (E) CASPS.
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Foi observada a expressdo do gene-referéncia S26 e dos genes-alvo BAX, BCL2, CASP3 e

CASPS8 nas amostras avaliadas e os valores da expressio relativa (2**") para cada gene-alvo

estao listados na Tabela 4.
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Tabela 4: Expressio relativa dos genes envolvidos nas vias da apoptose em amostras de pacientes submetidas a
HOC.

Mediana 244t Quartis (Q1 - Q3)
BAX 0.9043 0.6699 —1.397
BCL2 0.8933 0.6466 — 1.194
CASP3 0.7581 0.5900 — 1.354
CASP8 0.9295 0.6154 —1.425

A expressdo relativa dos genes-alvo foi entdo correlacionada com os parametros clinicos das
pacientes, havendo correlagdes positivas entre a expressao relativa de CASP3 e CASP8 e a
duragdo do protocolo de indugdo de ovulacdo (r = 0.462, p < 0.05; r = 0.420, p < 0.05
respectivamente) (Figura 11). Nao foram encontradas correlacdes com os outros parametros
clinicos avaliados.

Figura 11: Correlacio da expressdo genica de caspase-3 (A) e caspase-8 (B) com a duracdo do protocolo de
indugdo de ovulacdo. r = coeficiente de correlagdo de Sperman; *p < 0.05.
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Buscando avaliar se é possivel predizer a capacidade de maturacdo oocitaria a partir da
expressdo dos genes-alvo em estudo, as pacientes foram segmentadas segundo a sua propor¢ao
de o6citos maduros coletados, onde pacientes com menos de 80% de o6citos maduros coletados
eram consideradas como baixa proporcao de odcitos maduros, e pacientes com mais de 80% de
oocitos maduros coletados foram consideradas como alta propor¢dao de odcitos maduros

(MANDELBAUM, 2000). A partir dessa segmentacdo, ndo foi observada diferenca na
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expressdao dos genes-alvo entre os grupos de baixa propor¢do de odcitos maduros e alta
proporc¢ao de odcitos maduros (BAX: p =0.909; BCL2: p =0.984; CASP3: p =0.072; CASPS:
p = 0.302), sugerindo ndo haver relacdo entre a expressdo desses genes e a ocorréncia de

maturacdo oocitaria (Figura 12).

Figura 12: Expressao relativa dos genes-alvo da apoptose BAX (A), BCL2 (B), CASP3 (C) e CASP8 (D) em
pacientes com baixa propor¢ao de odcitos maduros coletados (menos de 80%) e pacientes com alta propor¢do de
od6citos maduros coletados (mais de 80%). Dados comparados por Teste ¢ ndo pareado e expressos como média +
erro padrdo da média (BAX, BCL2 e CASP3), ou pelo teste de Mann-Whitney e expressos como mediana e
intervalo interquartil (CASPS8). Nao foram encontrados valores de p significativos.
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8. DISCUSSAO

O desenvolvimento e a maturacio de oocitos de boa qualidade sdo essenciais para a obtencao
de embrides saudaveis, tanto in vivo quanto in vitro. Logo, um estudo detalhado sobre os
mecanismos que interferem nesses processos, principalmente em procedimentos de reprodugao

assistida, € extremamente importante para a melhoria das chances de gravidez das pacientes.

Neste estudo foram avaliadas amostras de 35 pacientes submetidas ao protocolo de HOC por
diferentes causas. Estima-se que aproximadamente 35% dos casos de infertilidade sejam por
causas femininas, 30% por causas masculinas e 20% uma combinagdo de fatores femininos e
masculinos no casal (LEAVER, 2016), sendo nossa amostra considerada representativa dentro
destes parametros. Considerando-se que algumas causas de infertilidade, como a endometriose,
reduzem as chances de bons resultados na FIV (SANCHEZ et al., 2017), durante as analises
houve a tentativa de se correlacionar os dados de expressao génica e protéica com as causas de
infertilidade das pacientes. No entanto, devido a um numero insuficiente de pacientes
representantes de cada grupo/causa de infertilidade, essa avaliagao nao foi possivel, sendo entao
necessario que se amplie no futuro o numero de pacientes em estudo para investigar essas

correlacoes.

O processamento histolégico das células obtidas no aspirado folicular pela técnica de cellblock
permitiu a avalia¢do e identificacdo morfologica das células da granulosa, e, portanto, uma
investigacdo da expressdo das proteinas através da imunocitoquimica diretamente nas células
da granulosa, células alvo do presente estudo. Adicionalmente, a técnica de cellblock permitiu
a identificac@o de outros tipos celulares, além das CGs, no liquido folicular aspirado, tais como
pequenos fragmentos de tecido/estroma ovariano, assim como epitélio vaginal e de tuba uterina.
Esses fragmentos contendo outros tipos celulares além das CGs sdo resultado da manipulagdo
da agulha de aspiracdo durante a puncdo folicular, e a presenca destes nas amostras s foi
constatada ap0s a realizac@o da coloracao por HE. Através da marca¢do imunocitoquimica para
a-inibina foi realizada a caracterizacdo morfoldgica e identificacdo precisa das CGs, garantindo
que os dados referentes a expressdo das proteinas-alvo do estudo sdo referentes somente as
CGs. O cellblock demonstrou entdo ser uma técnica vantajosa frente as metodologias que nao
permitem essa identificacdo exata das células analisadas, como por exemplo a citometria de

fluxo das células aspiradas, assim como a extracdo de material genético (RNA e DNA) de
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aspirado folicular por RT-PCR. Esses achados evidenciam a importincia de se fazer uma
identificacdo precisa das CGs em amostras obtidas por pool de aspirados foliculares, ja que ha

a possibilidade da presenga de outros tipos celulares “contaminando” o material a ser estudado.

A apoptose ocorre de forma fisioldégica no ovario, e € controlada primariamente pelas CGs. Seja
desencadeada pela menor responsividade dos foliculos aos hormonios e fatores de crescimento,
levando a atresia, ou pela ovulacdo e participando do processo de formacao do corpo liteo, a
apoptose ¢ um fendmeno presente em todas as fases do desenvolvimento folicular (MATSUDA
et al., 2012). Por ser um intermedidrio comum a todas as vias apoptdticas, a caspase-3 &
extremamente importante principalmente por se encontrar no fim da cascata de sinalizacdo e,
quando ativada/clivada € translocada para o nicleo e induz a fragmentagao do DNA. Muitos
trabalhos associam maiores taxas de apoptose das CGs com piores resultados de programas de
FIV devido a uma queda na qualidade oocitaria (GLAMOCLIJA et al., 2005; KANEKO et al.,
2000; KEEFE et al., 1995; LEE et al., 2001; LEVRAN et al., 1991; LIM; TSAKOK, 1997,
LOBACH et al., 2017; NAKAHARA et al., 1997; OOSTERHUIS et al., 1998; SEIFER et al.,
1996; SUH et al., 2002). A correlacdo positiva entre a maior marcacao de caspase-3 clivada e
a duragao do protocolo de inducao de ovulagdo corrobora essa vertente, sugerindo que pacientes
que responderam pior ao tratamento e permaneceram no protocolo de inducdo de ovulagdo por
mais tempo apresentaram CGs com maiores taxas de ativacdo de caspase-3. Essa visao
concorda com trabalhos ji realizados pelo grupo de pesquisa, que demonstrou a maior
expressdo génica de caspase-3 em pacientes com maior duragdo do protocolo de HOC e que
fizeram uso de doses maiores de gonadotrofinas (LOBACH et al., 2017). No entanto, ainda ndo
h4 um consenso sobre a real interferéncia da apoptose na qualidade dos odcitos produzidos
durante os ciclos de reproducdo assistida (ALMEIDA et al., 2018; REGAN et al., 2018a).
Adicionalmente, € necessario elucidar se a maior taxa de caspase-3 clivada e apoptose das
células da granulosa esta relacionada a necessidade de um tempo de indu¢do de ovulagdo maior,
ou se o tempo maior do protocolo de inducdo de ovulacdo € responsavel pela clivagem da

capase-3 e ativacao da apoptose nas células da granulosa das pacientes submetidas a HOC.

A auséncia de consenso com relacdo a apoptose em CG e sua relacdo com o desfecho das
pacientes em propedéutica de infertilidade pode ser justificada pela grande variacdo de

metodologias utilizadas nos diferentes estudos, tais como nimero de pacientes avaliadas e



49

diferentes protocolos de HOC utilizados, além de uma auséncia de caracterizacdo mais
fidedigna do tipo celular estudado (ALMEIDA et al., 2018). Entretanto, a utilizagdo de
tecnologias mais recentes leva a crer que os niveis de apoptose nas CGs refletem o estagio
proliferativo do foliculo, j4 que a apoptose e sua via de sinalizagdo dependem do estagio de
desenvolvimento folicular e da origem da ativacdo extrinseca ou intrinseca (REGAN et al.,

2018a).

De fato, parte das ocorréncias de apoptose levam a diferencia¢ao terminal das CGs na superficie
antral dos foliculos, sem induzir atresia folicular (VAN WEZEL et al., 1999). Os resultados
encontrados nesse estudo sobre a alta taxa de marcacdo de prd-caspase-3 nas CGs e sua
correlagdo direta com a proporcao de odcitos maduros coletados podem estar relacionados a
atividade fisiolégica durante o desenvolvimento folicular, refletindo uma preparagcao das CGs
para iniciar o processo de atresia ou de ovulag¢do, dando origem ao corpo liteo. Isso sugere uma
preservacao das vias bioquimicas normais das CGs que, ao expressarem constitutivamente altos
niveis de pro-caspase-3 tornam-se aptas a adequar-se as variacdes na expressao de receptores
hormonais e de fatores de crescimento que regulam a selecao dos foliculos para ovulagdo ou

atresia.

Nossos dados de expressdo génica demonstraram haver uma correlacio positiva entre a duracao
do protocolo de inducdo de ovulagdo e a expressio de CASP3 e CASPS8. Esses achados
corroboram a correlacdo encontrada entre a expressdo de caspase-3 clivada e a duracdo do
protocolo de inducdo de ovulagdo, e ambos concordam com a vertente de uma possivel
influéncia negativa da apoptose nos resultados de procedimentos de reproducdo assistida,
especificamente com Lobach et al. (2017), sugerindo que a maior ocorréncia de apoptose
durante a HOC esta associada a uma pior resposta da paciente ao tratamento, consequentemente
aumentando o tempo de duracdo do mesmo. Nao foram encontradas, porém, correlacdes quanto
ao numero de odcitos coletados ou maturidade dos odcitos e qualidade dos embrides avaliados
no processo, o que também esta de acordo com trabalhos que sugerem ndo haver relagdo entre
apoptose e os resultados de procedimentos de reproducdo assistida (CLAVERO et al., 2003;
JANCAR et al., 2007).

A partir desses resultados e, apesar de haver a indicacdo de uma relagdo entre a expressdao génica

de caspase-3 e caspase-8 e a resposta das pacientes a HOC, propomos que a avaliagdo da
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ocorréncia de apoptose somente a partir de dados de expressdo génica deve ser efetuada com
cautela. Havendo encontrado uma diferenga tao grande entre as expressoes da pro-caspase-3 e
a sua forma ativada (caspase-3 clivada), sugere-se que a expressao dos genes-alvo para apoptose
ndo refletem de fato o perfil apoptético dos foliculos, ja que a presenga de mRNA da CASP3
estd melhor relacionada a ocorréncia da prd-caspase e ndo da sua forma ativa/clivada. Além
disso, a identificagdao de outros tipos celulares além das CGs nas amostras de cellblock indica
que os dados de expressdo génica encontrados podem ndo corresponder em sua totalidade a
expressao génica das CGs e, consequentemente, relativizam a influéncia da expressao desses
genes no processo de crescimento e maturacao oocitdria. Essa auséncia de uma caracterizacio
precisa do tipo celular avaliado juntamente com a grande variacdo no nimero de pacientes
avaliadas, os protocolos de HOC utilizados e diferentes metodologias aplicadas para avaliacdo
da ocorréncia de apoptose, pode estar contribuindo para a discordancia quanto ao papel desse
fendmeno nos resultados de procedimentos de reprodugdo assistida (REGAN et al., 2018a).
Dessa forma, a utiliza¢do de metodologias mais refinadas para se caracterizar e avaliar somente
as CGs € de extrema importancia, jA que o principal método para se coletar as CGs (puncao
ovariana e aspira¢do do liquido folicular) abre margem para a presenca de “contaminantes”,
como células do sangue periférico, do estroma ovariano e até mesmo fragmentos de epitélio

vaginal e tuba uterina.

9. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, e nas condicdes metodolégicas empregadas,

podemos concluir que:

- Pacientes submetidas ao protocolo de indu¢do de ovulacdo por mais tempo apresentaram uma
maior expressdo de caspase-3 clivada nas células da granulosa, porém esse resultado nio deixa

claro qual dessas condi¢cOes € a determinante nesse processo.

- Ha maior expressdo de pro-caspase-3 em células da granulosa de pacientes com maior nimero
de oocitos maduros coletados, sugerindo uma expressdao constitutiva/fisiolégica dessa pro-
enzima além da preservacdo das funcdes e vias moleculares nas células da granulosa dessas

pacientes.
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- A expressao de CASP3 e CASPS parece estar correlacionada a um maior tempo de inducao
de ovulagdo, porém, devido a presenca de outros tipos celulares nas amostras de aspirado

folicular essa expressdo pode ndo corresponder em sua totalidade as células da granulosa.

- Nao foram encontradas correlagdes entre a expressao de BAX e BCL2 e os parametros clinicos

analisados.

- Nao houve correlagdo entre a expressao dos genes alvo e a expressao protéica de pro-caspase-

3 e caspase-3 clivada em células da granulosa.

10.CONSIDERACOES FINAIS

A estimulagdo ovariana € a base das técnicas de reprodugdo assistida e tratamentos de
infertilidade, sendo que uma boa foliculogénese produzindo um nimero adequado de odcitos
de boa qualidade aumenta significativamente as chances de gravidez e nascidos vivos
(TEMPLETON; MORRIS; PARSLOW, 1996). A interacdo entre o microambiente folicular e
0 obcito € o que ird ditar sua maturagdo e qualidade e, dada a importancia das células da
granulosa nesse processo, avaliar suas fun¢des € extremamente importante para se melhorar os

resultados dos tratamentos de infertilidade (MANDELBAUM, 2000).

Por muito tempo o papel da apoptose nas técnicas de fertilizacdo in vitro tem sido discutido,
acreditando-se que o aumento dos niveis de apoptose teria um efeito negativo nos resultados
dos procedimentos. Porém, com o advento de tecnologias e metodologias mais avancadas,
como a citometria de fluxo, essa ideia comecou a ser questionada (ALMEIDA et al., 2018). A
apoptose estd presente durante todas as fases da foliculogénese, intermediada principalmente
pelas células da granulosa durante o processo de atresia folicular, ovula¢do, formagdo do corpo
luteo e futuramente sua regressdo (RUSSELL; ROBKER, 2007), e acredita-se que os niveis de
apoptose das células da granulosa seja um indicativo do perfil proliferativo do foliculo, e ndo
da qualidade oocitaria (REGAN et al., 2018a). De fato, a expressao de pro-caspase-3 em células
da granulosa e sua correlacio direta com uma maior porcentagem de odcitos maduros sugere
uma presenca constitutiva da pro-enzima durante a foliculogénese, e possivelmente a
preservagdo das vias bioquimicas normais das células da granulosa, indicando assim um bom

funcionamento dessas células no processo.
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Apesar de terem sido observadas correlagdes positivas entre a expressdao de mRNA de CASP3,
CASP8 com a duracdo do protocolo de indugcdo da ovulacdo, esses dados ndo suportam
totalmente a hipétese do papel deletério da apoptose na HOC. Devido a presenca de outros tipos
celulares nas amostras, confirmada pelos cortes histoldgicos provenientes do cellblock, ndo se
pode dizer que nossos dados de expressdao génica sejam reflexo real do perfil apoptético das
células da granulosa, pois inclui a expressao génica de epitélio e estroma contidos na amostra.
Além disso, devido a presenca de mRNA de CASP3 ndo estar relacionada a ativacdo da
caspase-3, a utilizacdo da expressdo génica da caspase-3 deixa de ser um bom marcador para

apoptose, pelo menos no contexto do presente trabalho.

Quanto a correlagdo entre a caspase-3 clivada e a duracdo do protocolo de inducdo da ovulacdo,
nossos dados ndao deixam explicita a relagdo entre a ativacdo da caspase-3 e o tempo de
estimulacio ovariana. E necessirio avaliar se o aumento da ativacdo da caspase-3, e
consequentemente um maior indice de apoptose nas células da granulosa, torna necessario um
tempo prolongado de estimulagdo ovariana, ou se a exposi¢cdo a um protocolo de estimulacao
mais longo induz a clivagem da caspase-3, aumentando assim a taxa de apoptose nas células da

granulosa.

Em sintese, o presente trabalho corrobora a importancia da caspase-3 e do papel da apoptose na
fisiologia folicular, podendo assim interferir no resultado final de protocolos de tratamento de
infertilidade. Ressaltamos a necessidade de se ampliar o estudo, abrangendo um maior nimero
de pacientes, possivelmente avaliando amostras de pacientes ndo submetidas a HOC (ciclos
ovarianos normais). E importante ainda se investigar possiveis funcdes da pré-caspase-3 nas
células da granulosa além da apoptose, além de se realizar estudos mais aprofundados sobre os
mecanismos moleculares da influéncia dos protocolos de HOC na apoptose de células da
granulosa e uma caracteriza¢do mais precisa sobre a presenca e o perfil das células da granulosa
nas amostras avaliadas nas pesquisas realizadas com pool de células dos foliculos ovarianos

através da puncdo folicular.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.979.648

Apresentacao do Projeto:

O citrato de clomifeno apesar de ser amplamente utilizado para indugédo de ovulagédo, seu mecanismo de

acao nao é totalmente elucidado, mas sabe-se que envolve um bloqueio no mecanismo de auto-regulagéo

negativa, o que levaria a um aumento na secre¢do de FSH (horménio foliculo estimulante). O efeito

esperado da medicagéo é o surgimento de um ou mais foliculos dominantes, seguido de amadurecimento e

ruptura, que ira resultar na liberacdo de um o6cito maduro.Embora sejam altas as taxas de ovulagdo com o

uso do citrato de clomifeno, as taxas de gravidez ap6s ovulagdo confirmada sdo baixas e estdo relacionadas

a maiores taxas de abortamento. Acredita-se que o efeito anti estrogénico do clomifeno poderia afetar os

estéagios finais da foliculogénese induzindo apoptose nas células da granulosa e odcitos “in vitro” a partir de

estudos extrapolados de ratos “in vivo”. A apoptose é um evento de morte celular programada na auséncia

de reagdes inflamatérias que pode estar relacionada a varias condigdes fisiolégicas e patolégicas. 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

qualidade do complexo cumulos “oophorus” ao induzir apoptose em suas
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células apbs ovulagéo. E a suplementagao de estradiol poderia proteger contra este efeito. De fato, existe a
possibilidade, baseada em estudos animais, que a suplementagdo exdgena de 17 beta estradiol possa
prevenir o ambiente hipoestrogénico induzido pelo citrato de clomifeno, impedindo que a célula da granulosa
entre em apoptose, 0 que também seria um fator de protegdo contra a deterioragdo da qualidade
oocitaria.Apesar de amplamente utilizado para indugdo de ovulagio, ndo 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
expressao de

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

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

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

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

-Avaliar o efeito protetor do estradiol neste processo.

Avaliacdo 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), distensao
abdominal e desconforto respiratdrio. Na grande maioria dos casos, & um transtorno leve e transitério. Ha
ainda um pequena risco de formagao de hematomas subcutaneos durante a aplicag@o das gonadotrofinas,
assim como infecgao, que também pode acontecer durante a pungao folicular (eventos muito raros). O
pratocolo 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 informagdes importantes que poderao ter aplicag3o direta na terapéutica de pacientes inférteis.
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Comentarios e Consideracoes 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 reprodugdo humana, tendo em
vista que a infertilidade é um problema de salde piblica em todo o 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 instituigdo co-participante. Quanto aos aspectos
éticos,apresenta TCLE com garantia do anonimato dos participantes e sigilo dos dados com utilizagao das
informagOes apenas para fins de pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

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 diregdo 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

Recomendacgdes:

Sugere-se:

-Informar no TCLE que uma copia 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 serdo iniciados apds a aprovagdo do COEP.

- Corrigir erros de digitaga@o na descrigao dos riscos da pesquisa no projeto Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

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

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugdo CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alterago 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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notificagdo relatérios parciais do andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa

encaminhar a este Comité um sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

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

11:43:26 | Franca Ferreira
TCLE/Termosde |TCLE.docx 26/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
Assentimento / 19:35:45 |Franga Ferreira
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projetocompleto.docx 26/02/2017 | Marcia Cristina Aceito
Brochura 19:35:23 |Franga Ferreira
or
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 02/02/2017 | Marcia Cristina Aceito
17:30:05 | Franca Ferreira
QOutros image2.JPG 02/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
17:23:25 | Franca Ferreira
Qutros image1.JPG 02/02/2017 |Marcia Cristina Aceito
17:22:41 | Franca Ferreira
Declaragao de declaracaopesquisadores.pdf 10/11/2016 |Maércia Cristina Aceito
Pesquisadores 18:19:20 | Franca Ferreira
Qutros 64379416parece.pdf 23/03/2017 | Vivian Resende Aceito
11:16:05
QOutros 64379416aprovado.pdf 23/03/2017 | Vivian Resende Aceito
11:16:26
Situagéo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o
BELO HORIZONTE, 23 de Margo de 2017
Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhora,
Gostaria de convidid-la a participar de um estudo cientifico que ird avaliar dois
medicamentos utilizados para tratamento de infertilidade, cuja finalidade é aumentar as

chances de gravidez.

LINFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de duas medica¢des que sdo utilizadas para induzir ovulagio
em pacientes que ndo ovulam espontaneamente: citrato de clomifeno e letrozol. Nesta
pesquisa, utilizaremos as células da granulosa que sdo retiradas do 6vulo apds a coleta
ovular e que seriam desprezadas pela clinica Fertibaby, para avaliar se essas medicagdes
estdo associadas a alteracdes celulares conhecidas como apoptose e se o estrogénio

adicionado a estas células poderia impedir este processo.

II. SIGILO DOS DADOS
Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade nao sera revelada publicamente em
hip6tese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas

informagdes que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

III. BENEFICIOS DA PESQUISA
Este estudo trard informagdes importantes que poderao ter aplicacdo direta na terapéutica.
O melhor conhecimento da resposta celular a estas medicagdes nos mostrard um caminho

para aumentar as chances de gravidez.

IV. RISCOS
O estudo ndo acrescenta nenhum risco as pacientes, uma vez que ndo exerce nenhuma
influéncia ou modificacdo no tratamento. Utilizaremos células que recobrem o dvulo e que

seriam desprezadas pelo laboratorio.
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V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS
Nao esté prevista qualquer forma de remuneragdo para as voluntarias. Todas as despesas
especificas relacionadas com o estudo sdo de responsabilidade dos proponentes do estudo.

O estudo ndo acarretara nenhuma despesa extra as voluntarias.

VI.DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispoe de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a
pesquisa. Vocé poderd recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer
momento, sem precisar se justificar. A aceitagdo ou ndo da participacdo neste estudo nio
influenciard no seu tratamento. Nao serd realizado qualquer tipo de manipulacdo,

experimento ou interven¢do direta com o paciente.

TERMO DE CONSENTIMENTO

U, e ettt aaaan , 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 (injecdo 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 satde ou ao tratamento.

Belo Horizonte, ............... Qe e de 20...............

Assinatura da voluntaria:

Telefones para contato:

Dra. Camila Oliveira da Silveira Caires Lopes (31) 3335-9274 (Clinica Fertibaby)
Profa. Marcia Cristina Francga 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)
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ANEXO C

APOPTOSIS-RELATED GENES AND ALPHA-INHIBIN EXPRESSION IN HUMAN
GRANULOSA CELLS

Almeida, C.P.1; Ferreira, E.1; Silveira, C.O.z; Veloso, E.S.:; Carvalho, B.A.r; Coelho, S.S.;; Reis,
F.M.z; Del Puerto, H.L.:.

1- Department of General Pathology, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil.

2 - Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine, Federal University of Minas Geratis,
Belo Horizonte, MG, Brazil.

Introduction: The development of quality oocytes relies on their interactions with surrounding
granulosa cells. Granulosa cells are essential in normal follicular maturation process since they
produce growth factors, steroidal and non-steroidal hormones such as Inhibins, and an increase
of granulosa cells apoptosis appears to have a negative effect on conception and pregnancy rates
in IFV programs. Thus, this study evaluated the clinical correlation of apoptosis-related genes
and alpha-inhibin expression in human granulosa cells of patients undergoing controlled

ovarian stimulation.

Materials and Methods: We enrolled prospectively 30 IVF patients referred to a private clinic
for couple infertility treatment and women fertility preservation. Luteinized granulosa cells
were isolated from the follicular fluid, their expression of alpha-inhibin was assessed by
immunostaining of cellblock sections, and gene expression of apoptosis inducers (CASP3,

CASPS, and BAX) and inhibitor (BCL2) was quantified by real-time PCR.

Results: Alpha inhibin expression in granulosa cells had a positive correlation with the number
of mature oocytes (p < 0.005). No associations were found with CASP3, CASP8, BAX or BCL2
gene expression and patients clinical parameters. These preliminary findings agree with
previous data, suggesting that increased alpha inhibin expression in human granulosa cells is

associated with a better oocyte maturation.
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Figure: Differential expression of alpha inhibin in human granulosa cells from follicular fluid.
Immunostaining of cellblock sections of human granulosa cells, showing a strong (A) and weak (B)
expression of alpha inhibin. (C) Direct correlation of alpha inhibin positive granulosa cells and the
number of mature oocytes collected. r = Spearman’s rank correlation coefficient; **p < 0.005.
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REVIEW

Clinical correlation of apoptosis in human granulosa cells—A review

Camila P. Almeida', Marcia C.F. Ferreira®, Camila O. Silveira®, Jacira R. Campos?, Isabella T. Borges’,
Pedro G. Baeta', Felipe H.S. Silva', Fernando M. Reis®* and Helen L. Del Puerto'
1 Department of General Pathology, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerals, Brazl

2 Department of Obstetrics and Gynecology, Facuity of Medicine, Federal University of Minas Gerais, Belo Honizonte, Minas Gerais, Brazil
3 Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazi

Abstract

The quality of oocytes depends on interactions with sur ding granulosa cells. Granulosa cells are essential in normal
follicular maturation process since they produce steroidal hormones and growth factors, and they play a crucial role in
follicular atresia. The success in reproductive biology and medicine depends on reliable assessment of oocyte and embryo
viability which presently mainly bases on oocyte and embryo morphology. Recent investigations have tried to establish an
evaluation system for oocyte quality and to predict outcome of in vitro fertilization (IVF) based on the incidence of granulosa
cells and cumulus cells apoptosis. Apoptosis of granulosa cells seems to have a negative effect on conception and pregnancy
rates in IFV programs. Thus, in this review we present a brief outline of clinical correlation of apoptosis in human granulosa
cells and cumulus cells, and its influence upon oocyte quality and IFV outcome. Taken together, understanding the influence
of granulosa cell apoptosis on oocyte quality and maturity as well as on embryo health may ultimately allow scientists and

clinicians to hamess better protocols of ovarian stimulation for infertility treatments.

Keywords: apoptosis; follicular fluid; human granulosa cells; IVF

Introduction

Granulosa cells (GCs) have a major role in oocyte
development and maturation, both in vivo and in vitro,
interacting with the cocyte and creating a highly specialized
microenvironment through the release of steroidal hor-
mones and growth factors. Thereby, any alterations in the

bolism and apoptosis rate of GCs may interfere
negatively in the quality of the oocyte and resulting embryo,
consequently reducing the pregnancy chances (Hennet and
Combelles, 2012).

Apoptosis is a cell death triggered by physiological
stimulation. It is essential for controlling tissue homeostasis
and is important for elimination of defective cells without
evoking inflammatory response. However, apoptosis can be
involved in pathological processes: resistance to apoptosis is
related to neoplasms and excessive apoptosis is a

*Corresponding author: e-mail: fmreis@ufmg br

Abbreviations: BCL2L11, Bcl-2-like protein 11 gene; bFGF, Basic fibroblast growth factor; COS, C

pathogenetic mechanism of neurodegenerative diseases,
organ and tissue atrophy and hypoplasia (Favaloro et al.,
2012).

In the ovary, apoptosis occurs as a physiological process,
being highly important throughout the phases of follicular
development, especially in ovarian follicular atresia and
Iuteal regression (Jancar et al,, 2007). Apopiosisis present at
all phases of ovarian development, involving mainly the
oocyte during fetal life, and later the GCs in follicular growth
during adult life. At each menstrual cycle, a number of
primordial follicles are recruited and start to grow, but
usually only one will ovulate—the rest of the follicles
undergo atresia through apoptosis (Figure 1). Eventually,
about 450 follicles will ovulate in the course of a woman's
reproductive life whereas 250,000 become atretic, evidencing
the major role of apoptosis in folliculogenesis (Russell and
Robker, 2007).

lation; EGF, Epid | growth

factor, FASLG, Fas ligand gene; FSH, Follide-stmulating hormone; GCs, Granulosa Cell; GnHa, Gonadotropin-releasing hormone agonist; H,O,,
Hydmgen peroxide; hCG, Human chorionic gonadotroping hMG, Human menopausal gonadotropins; I1CSI, Intracytoplasmic sperm mpection; 1GF,
Insulin-like growth factor; -1, Intedeulin-13; L-6, Interleukin-6; IVF, in vitro fertilization; LH, Luteinizing hormone; Mil, Metaphase It ROS, Reactive
CXyQEN SPECES
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Although atresia may occur at any phase of folliculo-
genesis, the antral stage is when most follicles undergo
apoptosis. GCs initiate follicular atresia, being the first
apoptotic cell population in atretic follicles, while growing
healthy follicles do not show apoptotic GCs (Matsuda et al,,
2012). The number of apoptotic GCs gradually increases in
atretic follicles, starting in the cells of the inner surface of the
granulosa layer, which becomes highly disrupted as the
process of atresia advances (Matsuda et al,, 2012).

There are many hormones, growth factors and cytokines
involved in folliculogenesis, and their interaction and/or
production by GCs will dictate the fate of the follicles.
Follicle-stimulating hormone (FSH) is the main hormone
that controls folliculogenesis, inducing the production of
estradiol, inhibins and insulin-like growth factor (IGF)-I by
GCs. Estradiol and IGF-I act like autocrine and paracrine
factors, being essential to follicular growth and develop-
ment—the depletion of these survival factors is related to GC
loss of function and death. Besides promoting folliculoge-
neisis, estradiol increases the expression of gonadotropin
receptors and IGF-1 synthesis, inhibits the expression of
proapoptotic genes p53 and Bax, and also protects cells from
oxidative (H,0,) stress-induced apoptosis. On the other
hand, IGF ensures follicular survival by increasing the
dominant follicle responsiveness to gonadotropins and the
estradiol secretion by GCs. All that suggests that these three
factors stimulate each other’s expression, amplifying their
survival effect (Matsuda et al,, 2012).

Other factors such as epidermal growth factor (EGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF), interleukin-18 (IL-18) and

Apoptosis in human granulosa cells

interleukin-6 (IL-6) have survival effects in GCs. Deprivation
of one or more of these factors, or stimulation of death
receptors leads to GC apoptosis and, ultimately, follicular
atresia. In atretic follicles there is a decline of FSH, estradiol,
IGF and IL-6, transactivating proapoptotic factors like
FASLG and BLC2L11 in GCs. There is also an increase in
death ligands-receptors expression in GC b
leading to the activation of apoptosis cascades (Matsuda
etal, 2012).

Although being a physiological process during dominant
follicle selection, apoptosis in dominant follicles may
interfere in ovulation and oocyte quality. Therefore,
apoptosis of GCs seems to have a negative effect in
pregnancy outcomes after in vitro fertilization (IVF)
treatment (Janéar et al, 2007).

Extrinsic factors such as DNA damage and oxidative
stress can activate p53-specific signaling pathways and
trigger the apoptotic cascade (Regan et al., 2018a). Some
diseases like endometriosis can lead to anincrease in reactive
oxygen species (ROS), which results in a lower number of
oocytes retrieved and diminished implantation rate during
IVF procedures. These outcomes seem to be related to an
increase in the GC apoptotic rate, suggesting that higher
levels of ROS lead to a lower quality follicle in reproductive
medicine (Jancar et al,, 2007).

In this review, we will present a brief outline of
apoptosis in human granulosa cells and cumulus cells, and
discuss its effects in oocyte and embryo quality and IVF
outcomes such as fertilization, implantation and preg-
nancy rates.

) L cind,

Figure 1 Apoptosis i in phy

COS protocol

gical ovarian cycde. Apoptoss in COS—Clinical ¢ 1 of apop in human granulosa celks and

cumulus cells, and its effects in oocyte and embryo quality, and pregnancy outcome of ICSI and NF-ET procedures.
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Methods or materials

We searched the bases Pubmed and Scopus using the terms
“apoptosis,” “granulosa cells,” and "invitro fertilization” and
limited the search to articles in English published between
1980 and 2018. Studies eligible for inclusion were prospec-
tive cohort studies, performed in patients undergoing IVF
treatment.

The following information was extracted from each study:
reporting author, publication year. type of tissue/cells used,
number of patients, inclusion criteria for the study, method
to assess apoptosis, clinical correlations, and results.

Results and discussion
Seven studies that fulfilled the criteria were selected and their

characteristics are summarized in Table 1.

Overall, studies included small number of patients
undergoing IVF and presented non-comparable outcomes.
Different methods of assessment of GC apoptosis were
utilized and the findings were correlated to the ber of
oocytes retrieved, oocyte maturation status, fertilization,
implantation, and pregnancy rates. Some studies also
compared GC apoptosis in different types of treatment cycle.

As shown in Table 1, apoptosis marker expression in GCs
from patients undergoing IVF correlated directly with
duration of controlled ovarian stimulation (COS) and
inversely with the number of oocytes retrieved (Lobach
et al, 2017). Apoptosis was higher in unfertilized oocytes
than in fertilized oocytes (Lee et al, 2001), and there was
lower apoptotic index in GCs of women that became
pregnant with IVF compared to women that did not achieve
pregnancy (Suh et al., 2002). Active caspase-3 was observed
in GCs from COS pre-ovulatory follicles but not in GCs of
healthy dominant follicles from non-stimulated ovarian
tissue { Glamoélija et al., 2005). In addition, the incidence of
apoptosis in mural and cumulus GCs was higher in women
treated with gonadotropin-releasing hormone agonist
(GnRHa) than in natural cycles or cycles without GnRHa
(Zhao et al., 2000).

In reproductive medicine, the evaluation of oocyte quality
is restricted to non-invasive techniq such as morp
metric and morphological analyses. Thus, the study of the
microenvironment that surrounds the oocyte—GCs, cumu-
lus cells and follicular fluid—and their correlation with
clinical parameters is extremely important and may
ultimately allow scientists and clinicians to harness better
protocols of ovarian stimulation for infertility treatments
(Wallace et al,, 2012).

Selecting embryos with high implantation potential
remains one of the major goals in assisted reproduction.
Follicular development and maturation are requisites to
oocyte fertilization and subsequent early embryo

C. P. Almeida et al.

development, and during follicular growth, precisely at the
pre-ovulatory stage, the cumulus-oocyte-complex might
offer new criteria for choosing embryos with the best
development ability (Russell and Robker, 2007).

Currently, high quality embryos (ie., those with better
potential to implant and survive) are selected based on
absence of multinucleation, timing and synchrony of the
first two embryonic divisions, and a low percentage of cell
fragments (Ajduk and Zemicka-Goetz, 2012). Another
method for embryo selection, beyond morphological
criteria, is based on the metabolic parameters of embryos
in cell culture media, such as pyruvate, glucose, asparagine,
glycine and leucine levels, Preimplantation genetic diagnosis
has been developed to detect inherited genetic disorders, and
may alio be used to assess embryo quality (Ajduk and
Zernicka-Goetz, 2012).

The incidence of apoptotic GCs in the follicle correlates
negatively with number of cocytes recovered after stimula-
tion for IVF (Seifer et al., 1996; Nakahara etal, 1997a, 1997b;
Oosterhuis et al, 1998). However, Clavero et al. (2003)
evaluating the percentage of apoptosis in GC in pre-
ovulatory follicles and the level of follicular fluid steroids, did
not find a relationship between apoptosis and oocyte
maturation or fertilization rates by intracytoplasmic sperm
injection (ICSI). This finding could be explained because
ICSI would by-pass the natural barriers and not necessarily
would require a good-quality oocyte to achieve fertilization.
GC apoptosis has been negatively associated with embryo
quality, fertilization rates and pregnancy outcomes following
IVF (Lee et al, 2001). The same study found higher
incidence of cumulus cell apoptosis in unfertilized oocytes
than in fertilized oocytes, but the frequency of apoptosis in
cumulus cells was not associated to embryo quality (Lee
et al., 2001). Thus, GC apoptosis remains a potential marker
of oocyte and embryo quality that needs further
investigation.

The age of women undergoing IVF is an important factor
to pregnancy rates and, accordingly. a significant increase in
cumulus cell apoptosis has been observed in patients over
40 years old (Levran et al., 1991; Keefe et al, 1995; Lim and
Tsakok, 1997). However, a recent flow cytometry study with
selective gating of pure mural GCs (identified by the
expression of FSH receptor) observed lower apoptosis rate
( ed by 7-a -actinomycin  incorporation by
apoptotic cells) in follicdes from women over 35 years
compared to younger ones. The apoptosis rate was also
lower in women over 40 years with diminished ovarian
reserve compared to a group of the same age with normal
ovarian reserve (Regan et al, 2018b). On possible
interpretation of these conflicting observations is that
cumulus cell apoptosis would increase with advanced age
(Lee et al., 2001) whilst mural CGs apoptosis paradoxically
decreases due to a slower turnover of this cell population
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Results

those of the natural and
cycle was significantly higher

than those of natural and
hMG4hCG cycles, and the
incidence of apoptotic
significantly lower than that
in the natural cycle

the GnRHa+hMG+hCG
cumulus GCs in the

hMG+hCG cycles. Inadence
of apoptotic cumulus GCs in

hMG+hCG cycle was

objective
in GCs (cumulus and

Clinical correlation
Method
mural)

estimate the
apoptotic cells),

of infertility for (VF£T)
inddence of

Inclusion factors (Causes

Age

Number of

patients

Samples

COS, control ovarian stimulation; GCs, granulosa cells.

Table 1. (Continued)

Author

E
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(Regan et al., 2018a). Furthermore, previous studies may
have evaluated mixed cell populations in the follicular fluid
aspirate rather than ultra-pure GCs (Ferrero et al., 2012).
Different protocols of ovarian stimulation for IVF could
increase apoptosis in GCs. Indeed, studies comparing
natural cydcs stimulation cycles with GnRHa plus human
dotropins (hMG) and stimulation cycles
with hMG plus human chorionic gonadotropin (hCG) have
reported a higher incidence of apoptasis in GCs, in a dose
dependent manner, in cycles with GnRHa (Kaneko et al,,
2000). Despite the fact that GnRHa prevents the premature
endogenous LH surge, its detrimental effects have been
demonstrated in rats (Billig et al,, 1994), pigs, and humans
(Zhao et al., 2000). Another factor that further increases the
percentage of apoptosis in GCs is the presence of
endometriosis (Toya et al, 2000; Sanchez et al., 2014).
During stimulation protocols for IVF, follicles that were
supposed to become atretic in a natural unstimulated cycle
are rescued and only 80% of these follicles contain
fertilizable healthy metaphase I1 (MII) oocytes. About 10%
are already in apoptosis process while 10% have not achieved
meiosis (Mandelbaum, 2000). Even though the majority of
the retrieved oocytes are classified as mature, not all of them
develop into a good quality embryo after fertilization.

Concluding remarks

High apoptosis rates of GCs extracted from follicle aspirates
have been associated with empty follicles, less oocytes
retrieved and lower oocyte and embryo quality in IVF
(Figure 1). However, new evidence suggests that a precise
cell type characterization is needed to better understand the
relationship between follicular apoptosis and IVF outcomes,
In addition, it is necessary to investigate the effects of ovarian
stimulation protocols on GCs apoptosis, since this mecha-
nism may be exacerbated by GnRHa. Since invasive methods
of evaluation of cocytes and embryos can harbor significant
damage to cells and thus hinder pregnancy achievement,
GCs evaluation should be further studied as it can provide
clinicians with feasible and reliable instruments for the best
oocyte and embryo selection.
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intitulada MARCADORES DE APOPTOSE EM CELULAS DA GRANULOSA HUMANAS E SUA
CORRELACAO COM PARAMETROS CLINICOS DE PACIENTES SUBMETIDAS A HIPERESTIMULAGAO
OVARIANA CONTROLADA, apresentada por CAMILA PEREIRA ALMEIDA, numero de registro
2017668146, graduada no curso de BIOMEDICINA, como requisito parcial para a obtengdo do
grau de Mestre em PATOLOGIA, & seguinte Comissdo Examinadora: Prof(a). Helen Lima Del
Puerto - Orientador (UFMG), Prof(a). Fernando Marcos dos Reis (UFMG), Prof(a). Enio Ferreira
(UFMG), Prof(a). Marcia Cristina Franca Ferreira (UFMG), Prof(a). Milene de Alvarenga Rachid
(UFMG).

A Comiss3o considerou a disserta¢ao:

()() Aprovada
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Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por mim e
pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 21 de fevereiro de 2019.
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