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RESUMO

Citrato de clomifeno (CC) e letrozol (LE) sao indutores de ovulacdo que, apesar das
altas taxas de ovulacdo confirmada, atingem baixas taxas de gravidez. Este estudo
teve como objetivo investigar os efeitos de CC e LE in vitro, isoladamente ou em
combinacdo com estradiol (E), na apoptose de células do cumulus oophorus
humano. Realizamos um estudo prospectivo controlado utilizando culturas primarias
de células do cumulus de pacientes submetidas a fertilizacdo in vitro (n=22). A
coloracdo com Giemsa e a imunocitoquimica para alfa-inibina foram utilizadas para
avaliar a pureza e a morfologia da cultura celular. A viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio MTT, o ciclo celular por citometria de fluxo e a expressédo génica de
Caspase-3, Bax e Superoxido dismutase 2 (SOD-2) e S26 por reacao em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real. As células foram tratadas por 24 horas em 5
grupos de tratamento: CC, CC + E, LE, LE + E e controle. Nenhum dos tratamentos
afetou a viabilidade celular, mas o LE reduziu a porcentagem média de células na
fase S em relacéo ao controle (24,79 versus 21,70, p=0,0014). O tratamento com CC
aumentou a expressao génica de Bax (4 vezes) e SOD-2 (2 vezes), que foi revertida
guando adicionado E a cultura. A expressdao de SOD-2 aumentou em células
tratadas com LE quando comparado ao controle (4 vezes), que foi também revertida
por adicdo de E. Estes achados sugerem que CC e LE nao afetam
significativamente a viabilidade das células do cumulus humana. Porém, houve
modulacdo na expressdo de genes envolvidos na apoptose por essas drogas
isoladamente e em associacdo com E, sugerindo que CC e LE podem ter efeitos
diretos nas células do cumulus além de seus mecanismos de a¢do conhecidos.

Palavras-chave: Citrato de clomifeno, Letrozol, Apoptose, Células do cumulus, Ciclo
celular.



ABSTRACT

Clomiphene citrate (CC) and letrozole (LE) are ovulatory stimulants that, despite high
ovulation rates, achieve low pregnancy rates. This study aimed to investigate the in
vitro effects of CC and LE, alone or in combination with estradiol (E), on apoptosis in
human cumulus cells. We performed a controlled prospective study using primary
cumulus cell cultures from patients undergoing in vitro fertilization (n=22). Giemsa
stain and alpha-inhibin immunocytochemistry was used to assess cell culture purity
and morphology. Cell viability was evaluated by MTT assay, cell cycle status by flow
cytometry, and Caspase-3, Bax and superoxide dismutase 2 (SOD-2), and S26 gene
expression by real-time polymerase chain reaction (qQPCR). Cells were treated for 24
hours in 5 conditioned media: CC, CC + E, LE, LE + E and control. None of the
treatments affected cell viability, but LE reduced the mean percentage of cells in the
S phase compared to control (24.79 versus 21.70, p=0.0014). CC treatment
increased MRNA expression of Bax (4 fold) and SOD-2 (2 fold), which was reversed
by co-treatment with E. SOD-2 expression increased in cells treated with LE
compared to control (4 fold), which was also reversed by E. These findings suggest
that CC and LE do not significantly affect the viability of human cumulus cells. Still,
the expression of genes involved in apoptosis was modulated by these drugs alone
and in association with E, suggesting that CC and LE may have direct effects on
cumulus cells beyond their known mechanisms of action.

Keywords: Clomiphene citrate, Letrozole, Apoptosis, Cumulus cells, Cell cycle.
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1 INTRODUCAO

Ovulacédo é um evento do ciclo menstrual normal que ocorre 34 a 36 horas apos o
inicio da elevacdo do horménio luteinizante (do inglés luteinizing hormone - LH) e
aproximadamente 10 a 12 horas apds seu pico (FRITZ; SPEROFF, 2011). E
consequéncia do recrutamento folicular e da selecdo do foliculo dominante, que
produz estrogénio e induz uma liberacdo abrupta do LH, resultando na ruptura do

foliculo com consequente liberagdo de um 6vulo maduro (SU et al., 2017).

FIGURA 1: llustracdo do desenvolvimento folicular e variagdo hormonal do periodo
ovulatorio

A Ovulagdo B OUULACAD

,-i’l o
"_)(‘“4
; ] FSH / !
( 2 )
) > c mLH 4
A

F 4
C? MESTRADIOL J
Foliculo wROGESTERON/x
L5 maduro Corpo luteo !,f
Foliculo -

e secundério o

Fo.hculo ] 1 14 28
primordial Tempo (dias)

A Figura 1A representa o desenvolvimento folicular e a figura 1B representa a variagdo hormonal nas
fases do ciclo menstrual, demonstrando o pico de estradiol levando ao inicio da elevagdo de
horménio luteinizante e posterior ovulacdo. Figura 1A foi adaptada de “The Free Dictionary”,
disponivel em: http://medical-dictionary.thefreedictionary.com e a figura 1B adaptado de Patton, Kevin
T.; Thibodeau, Gary A. Sistema Genital. In: Estrutura e fun¢gfes do corpo humano. P 468 — 472. 2002.
12 Edicéo.

Inducéo de ovulacéo é parte fundamental dos tratamentos de reproducao assistida e
refere-se a utilizacdo de medicamentos para estimular o crescimento folicular e a
ovulagdo. Indutores podem ser utilizados em tratamentos de baixa complexidade,
como orientacao de coito programado e inseminacao intrauterina, como também alta
complexidade, como o tratamento de fertilizacdo in vitro (CUNNINGHAM;

WILLIAMS, 2010; HOFE; BATES, 2015).

Existem indutores de ovulacédo injetaveis, como hormdonio foliculo estimulante (FSH -
do inglés follicle stimulating hormone) urinario, altamente purificado, recombinante e
orais, como citrato de clomifeno e letrozol. Os indutores orais, classicamente

utilizados nos tratamentos de baixa complexidade, sdo indicados para pacientes



17

normogonadicas e normogonadotroficas (grupo Il da Organizacdo Mundial da
Saude), porgue agem estimulando secrecdo enddégena gonadotrofinas. Esse grupo
de pacientes apresenta nivel sérico normal de FSH e estradiol e concentracao
normal ou elevada de LH. Esses medicamentos agem estimulando o funcionamento

enddcrino normal do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario (FRITZ; SPEROFF, 2011).

Amplamente utilizado por ginecologistas, o coito programado € um tratamento de
baixa complexidade em reproducdo assistida, geralmente com a utilizacdo de
indutores orais como citrato de clomifeno e letrozol, seguido de ultrassonografia
seriada para acompanhar o crescimento folicular. O objetivo desse tratamento é
estimular o desenvolvimento de um ou mais foliculos por ciclo, associado a um
cronograma de relacbes sexuais no periodo fértil, aumentado assim, a probabilidade
de gestacdo (DONADIO et al.,, 2020). Esse tratamento € indicado para pacientes
com disturbios ovulatorios, como as portadoras da sindrome dos ovarios policisticos,
como também para mulheres jovens com infertilidade sem causa aparente e casais
com baixa frequéncia sexual (PROPST; BATES Jr., 2012).

O citrato de clomifeno foi considerado a primeira escolha de tratamento para inducao
de ovulacdo em pacientes anovulatérias por décadas, atingindo altas taxas de
ovulacdo confirmada, porém com taxas de gravidez menores do que o esperado,
além de maior taxa de abortamento quando comparado a populacdo geral
(FRANKS, S. et al. 1985; KAR, 2012; SAYEDOSHOHADAEI et al., 2016). Muitos
estudos surgiram avaliando o letrozol como equivalente e até mesmo superior ao
citrato de clomifeno como indutor de ovulacédo, atingindo maiores taxas de gravidez
(KAR, 2012; SAYEDOHOHADEI et al., 2016) e menores taxas de abortamento
(AKBARI, AYAZI; AYAZI, 2012).

1.1 Citrato de clomifeno

O citrato de clomifeno pertence a classe dos moduladores seletivos dos receptores
de estrogénio. E um derivado ndo esteroidal de trifeniletieno e apresenta
propriedades agonistas e antagonistas (CLARK; MARKAVERICH, 1981). Apresenta
propriedade antiestrogénica em ambiente estrogénico normal e se apresenta como

agonista quando o nivel sérico de estradiol estd muito baixo (BARBIERI, 1999).
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E composto de dois isdmeros, enclomifeno e zuclomifeno, aproximadamente na
proporcdo 3:2 (HOMBURG, 2005). Seu mecanismo de acdo nao € totalmente
elucidado, mas sabe-se que envolve um bloqueio no mecanismo de autorregulacao
negativa, o que leva a aumento na secrecdo de FSH (THESSALONIKI, 2008).

Aproximadamente 85% da dose administrada € eliminada em seis dias
(MIKKELSON et al., 1986).

FIGURA 2: Representacdo do efeito do citrato de clomifeno no eixo hipotalamo-
hi6fise-ovério
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Mecanismo de acgéo do citrato de clomifeno, que se liga aos receptores hipotalamicos de estrogénio,
blogueando-os. A percepcéo de hipoestrogenismo sérico leva a secrecdo do hormodnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que estimula a secragdo de hormdnio luteinizante (LH) e foliculo-estimulante
(FSH) pela hipéfise, que agem no ovario, estimulando a esteroidogénese e o crescimento folicular.
Adaptado de ASRM 2013.

O citrato de clomifeno era considerado a primeira linha de medicamento para induzir
ovulacdo em pacientes anovulatérias (PRACTICE COMMITTEE OF THE
AMERICAN SOCIETY OF REPRODUCTIVE MEDICINE, 2013) até os estudos mais
recentes reconhecerem o letrozol como o mais efetivo agente oral para tratar
distarbios ovulatérios (WANG et al.,, 2021). Por apresentar estrutura similar a do
estrogénio, o clomifeno se liga aos receptores estrogénicos em nivel hipotalamico e
impede a correta analise dos niveis estrogénicos circulantes. Como resposta a esse
nivel estrogénico reduzido, ocorre secrecao do horménio liberador de gonadotrofina

hipotalamica (do inglés Gonadotropin Releasing hormone - GnRH). O aumento na
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secrecdo do GnRH estimula a secrecdo de gonadotrofinas hipofisarias. Niveis
séricos aumentados de LH e FSH levam ao crescimento e desenvolvimento de
foliculos ovarianos e estimulam a esteroidogénese (Figura 2). A elevacéo
progressiva de estrogénio sérico desencadeia o pico de LH e consequente ovulacéo
(REBAR; VANDENBERG; NAFTOLIN, 1976).

O efeito esperado da medicacdo € o0 surgimento de um ou mais foliculos
dominantes, seguido de amadurecimento e ruptura, que ird resultar na liberacdo de
um odécito maduro (PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY OF
REPRODUCTIVE MEDICINE, 2013).

Apesar das altas taxas de ovulacdo com o uso do citrato de clomifeno, as taxas de
gravidez apds ovulacao confirmada séo baixas e estéo relacionadas a maiores taxas
de abortamento (FRANKS et al., 1985; KAR, 2012; MITWALLY; CASPER, 2001,
SAYEDOSHOHADAEI et al., 2016).

O efeito antiestrogénico do clomifeno poderia afetar os estagios finais da
foliculogénese, uma vez que ele parece induzir apoptose nas células da granulosa e
no odcito, em estudos animais (CHAUBE et al., 2005), além do efeito antiestrogénico
no muco cervical e endométrio bem descrito em humanos (LI; WARREN; MURPHY,
1999; RANDALL; TEMPLETON, 1991).

Permanece incerto se o tratamento in vivo com citrato de clomifeno induz, de fato,
apoptose no foliculo pré-ovulatério e no cumulus oophorus em humanos e se o
estradiol teria algum efeito protetor. Chaube et al. (2005), em estudo realizado em
ratas, identificaram que o tratamento com citrato de clomifeno poderia induzir
apoptose nas células da granulosa e niveis reduzidos de estradiol sérico e ovariano,
0 que afetaria a qualidade do complexo cumulus oophorus ao provocar apoptose em
suas células apos ovulacao. Nesse estudo, a suplementacédo de estradiol se mostrou

capaz de reduzir este efeito.

1.2 Letrozol

O letrozol, um inibidor de aromatase, foi primeiramente descrito para inducédo de

ovulagdo em 2001, como uma forma de mimetizar a agdo do clomifeno sem a
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deplecéo dos receptores de estrogénio (MITWALLY; CASPER, 2001). As pesquisas
foram motivadas considerando-se que os efeitos antiestrogénicos do citrato de
clomifeno no endométrio e muco cervical e taxas maiores de abortamento também
poderiam estar relacionados a sua longa meia-vida e a deplecdo duradoura dos
receptores de estrogénio (MIKKELSON et al., 1986) e também como uma alternativa
ao clomifeno devido a persisténcia de 20 a 25% de anovulacdo, apesar da
administracdo de doses adequadas dessa medicacdo (HUGHES; COLLINS;
VANDEKERCKHOVE, 2000).

Pertencente a terceira geracdo dos inibidores de aromatase, que sdo derivados
triazolicos, o letrozol é um supressor especifico e reversivel da biossintese de
estrogénio que inibe a enzima aromatase por se ligar competitivamente ao heme do
citocromo P-450, resultando no bloqueio da conversdo de androgénios em
estrogénios, com subsequente aumento nos androgénios ovarianos (AKHTAR,;
WRIGHT, 1993; BEDAIWY; MOUSA; CASPER, 2009 GARCIA-VELACO et al., 2005)
(Figura 3). Apresenta meia-vida de aproximadamente 45 horas (SAYEDO
SHOHADEI et al., 2106) e foi inicialmente aprovado para uso em mulheres apos a
menopausa com cancer de mama, na tentativa de suprimir a produgdo de estrogénio
(SIOUFI et al., 1997; WINER et al., 2002). Sua indicacao para inducéo de ovulagao

nao esta descrita em bula, tratando-se de um uso off label desta droga.

Seu mecanismo de acdo promove feedback negativo de estrogénio no eixo
hipotalamo-hipéfise, semelhante ao citrato de clomifeno, porém sem o efeito de
down-regulation nos receptores de estrogénio, com subsequente aumento na
secrecdo de gonadotrofinas e estimulo ao desenvolvimento folicular ovariano, além
de aumentar a sensibilidade folicular ao FSH (MITWALLY; CASPER, 2001). Devido
a sua meia-vida mais curta e por ndo ter acdo antiestrogénica, ndo apresenta o
efeito negativo na espessura endometrial e muco cervical descritos com o clomifeno
(SAKAR; OGLAK, 2020). Outro beneficio € sua tendéncia ao crescimento
monofolicular, resultando em menor risco de gestacdo gemelar (PETERSEN et al.,
2016) e sindrome de hiperestimulo ovariano (SAYEDOHOHADEI et al., 2016).

FIGURA 3: Representacdo do mecanismo de acdo dos inibidores de aromatase
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Mecanismo de acao do letrozol, demonstrando o bloqueio da enzima aromatase, que € responsavel

pela conversdo de androgénios em estrogénios. Adaptado de Akhtar et al. 1993.

1.3 Relacao entre espécies reativas de oxigénio e apoptose

Espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species — ROS) podem ser
classificadas em radicais livres e compostos nao radiculares. Entre estes, destacam-
se os superoxidos (02 «-), o perdxido de hidrogénio (H202), o oxigénio singlete (102)
e os radicais hidroxila (*OH) por seu potencial citotoxico (GOUVEIA; LIMA, 2017).
ROS séo produzidos principalmente pelas mitocondrias em condic¢des fisioldgicas e
patolégicas, através da respiracdo celular, acdo de lipooxigenases e ciclooxigenases
(HANSEN et al., 2006) e sua remocdo e degradacdo é feita por enzimas como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx),

protegendo contra danos celulares (DEPONTE, 2013).

Desequilibrios entre os niveis de oxidantes e antioxidantes, ou seja, entre a
producdo de ROS e sua depuracdo (PIZZINO et al., 2017), leva a uma condi¢céo
conhecida como estresse oxidativo, 0 que pode induzir a morte celular por apoptose
(CIRCU; AW, 2010).

As células da granulosa desempenham papel fundamental no desenvolvimento e
maturagdo oocitéria. As células do cumulus interagem diretamente com o odcito e
promovem atividade metabdlica essencial a partir da liberacdo de horménios e
fatores de crescimento. Dessa forma, qualquer alteracdo que leve a aumento na
taxa de apoptose dessas células pode impactar negativamente na qualidade do
ovulo (ALMEIDA et al., 2018; MATSUDA et al., 2012).

Durante o crescimento folicular e ovulacdo, ocorre geracdo de espécies reativas de

oxigénio que tém seus efeitos neutralizados por uma cadeia de antioxidantes.
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Apesar de baixos niveis de radicais livres serem importantes para o processo de
sinalizacdo celular, promovendo sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo celular
fundamentais para a divisdo meiética dos odcitos (LU et al., 2018; RIZZO et al.,
2012), sua producdo excessiva, acompanhada da diminuicdo da sua eliminagao
pelos sistemas antioxidantes, desencadeia estresse oxidativo que pode resultar em
estimulo a apoptose de células da granulosa, prejuizo para o ambiente ovariano e
impacto na qualidade oocitaria, além de degeneracdo acelerada do corpo Iuteo e
prejuizo nas taxa de fertilizacdo e gravidez. (TRIPATHI et al., 2011, YANG et al.,
2021).

O trifosfato de adenosina (ATP) € produzido pelas mitocondrias durante o
metabolismo energético a partir de reacédo redox localizada em sua membrana. O
metabolismo via mitocondrial parece ser o principal responsavel pela producao de
espécies reativas de oxigénio, que sdo contrabalanceadas por enzimas
antioxidantes (ALMANSA-ORDONEZ et al., 2020). Durante a foliculogénese
ovariana, a producdo de ATP e piruvato ocorre pela metabolizacdo da glicose e
aumenta nas fases finais do desenvolvimento folicular e ovulag&o, induzindo
apoptose e permitindo a quebra da parede do foliculo e consequente liberacdo do
complexo cumulus-oophorus (CUMMINS, 2002). Porém, altas concentragbes de
radicais livres podem induzir a varios defeitos no odécito, como uma possivel
desestabilizacdo no fator promotor de mitose (do inglés M-phase promoting factor -
MPF), impactando nas fases do ciclo celular e nos fatores que promovem sobrevida,
levando a apoptose desencadeada pela mitocondria (ALMANSA-ORDONEZ et al.,
2020; SASAKI et al., 2019).

A apoptose € um evento de morte celular programada na auséncia de reacbes
inflamatdrias, que pode estar relacionada a varias condi¢cdes fisioldgicas e
patolégicas (WU; ZHANG; WANG, 2000). Eventos celulares sequenciais resultam na
ativacdo de caspases, determinando o processo de protedlise que resulta em morte
celular. A proteina Bax associa-se a Bcl-2 (B cell CLL/lymphoma 2), induzindo a
liberacdo do fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1 (apoptotic
protease activating factor 1 - APAF-1), que ativa a caspase-9, induzindo a apoptose
(GRIVICICH et al., 2007). A ativacao das caspases ocorre por duas vias principais:
uma via extrinseca, mediada por receptores localizados na membrana celular

chamados receptores da morte, ou por via intrinseca, mediada por estimulos
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internos de estresse intracelular tais como lesdo do acido desoxirribonucleico (DNA)
ou perturbacdes no ciclo celular ou nas vias metabdlicas. Ambas as vias irdo ativar
caspases, que levardo a ativacdo de outros membros dessa familia, resultando na
amplificacdo da cascata proteolitica (LUCHS; PANTALEAOQ, 2010).

Existem 14 caspases descritas, das quais seis participam desse processo, que sao
as caspases 3, 6, 7, 8, 9, 10 (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). A via extrinseca é
iniciada pela ligacdo a receptores na superficie celular, como proteina
transmembrana tipo Il (receptor de morte FAS) ou fator de necrose tumoral (do
inglés tumor necrosis factor - TNF), evento que promove a ativacdo da caspase-10
(em humanos), a qual ativa as caspases diretamente ou cliva membros proé-
apoptéticos da familia Bcl-2 que promovem a liberacdo de citocromo C da
mitocondria. Na mitocéndria, a liberacdo de citocromo C é regulada pelos membros
da familia Bcl-2, que possui proteinas pré e antiapoptéticas. Em resposta ao
estresse, membros pro-apoptoticos dessa familia sdo translocados do citoplasma
para a mitocéndria, onde promovem a liberacdo do citocromo C. No citoplasma, o
citocromo C liga-se a APAF-1 e a pro-caspase-9, ativando a caspase-9 que, por sua
vez, ativa a caspase-3; e inicia-se a clivagem de substratos especificos que resultam
na morte celular (LUCHS; PANTALEAO, 2010).

FIGURA 4: Descricéo das vias de apoptose
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Descrigdo das vias de apoptose (intrinseca e extrinseca) e seus mediadores. Adaptado de Patologia

— Bases patolégicas das doencas — Robbins 82 Ed. 2010.
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A familia Bcl-2 possui membros pro-apoptoticos (Bax, Bid e Bak) e antiapoptoticos,
gue participam ativamente da regulacdo da apoptose, tendo em seu equilibrio a
manutencdo da homeostase. Bcl-2 e Bcl-XL inibem a apoptose, prevenindo a ligagao
das proteinas pro-apoptéticas a membrana externa da mitocondria e consequente
liberacdo de citocromo C (GRIVICICH et al., 2007). Alteracfes biologicas como
superexpressdo de proteinas Bax e ativacdo de caspase-3 estdo relacionadas a
apoptose no odcito (CHAUBE et al., 2005).

1.4 Ciclo celular

O ciclo celular € o mecanismo essencial de reproducédo celular no qual ocorre
duplicacdo do genoma durante a fase S e subsequente divisdo da célula, permitindo
gue o DNA duplicado dos cromossomos seja segregado em copia para duas células
filhas geneticamente idénticas durante a mitose ou fase M. Em um ciclo celular
normal, a fase S € sempre precedida pela fase M, que ndo ocorre até que a fase S
se complete. Entre essas duas principais etapas existem duas fases de intervalo. G1
separa fase M de fase S e G2 esta entre S e M. G1 também exerce papel de
importante decisdo celular, permitindo que a célula continue sua proliferagdo ou
retire-se do ciclo, permanecendo em estado quiescente, também conhecido como
GO (PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000).

O controle do ciclo celular ocorre a partir dos pontos de checagem ou restricdo que
ocorrem no final de G1, na transicdo de G2/M e no meio da fase M e sdo ativados
por proteinas-cinase dependentes de ciclinas (cdks). Os pontos de checagem séao
pontos de parada onde ocorre analise da estrutura do material genético, controlando
a proliferagéo celular e permitindo o reparo no DNA. Quando o defeito ndo pode ser
reparado, a célula é eliminada por meio da apoptose (ALBERTS et al., 2017).

FIGURA 5: Fases do ciclo celular
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llustracdo das fases do ciclo celular onde fase S representa a duplicagdo do genoma, fase M
representa a segregacdo do DNA em 2 células filhas, duas fases de intervalo G1 e G2 e os pontos de
restricdo. Adaptado do Livro Biologia molecular da Célula. Alberts et al, 2017, cap 17 pag 968.

1.5 Clomifeno, letrozol e apoptose

Tomando por base resultados de estudos animais, formula-se a hipotese de que a
suplementagcdo exdgena de 17-beta-estradiol possa prevenir o estabelecimento do
ambiente hipoestrogénico induzido pelo citrato de clomifeno, impedindo que as
células da granulosa entrem em apoptose, 0 que também seria um fator de protecéao
contra a deterioracdo da qualidade oocitaria (CHAUBE et al., 2005; Chaube et al.,
2006). Sayedoshohadei et al. (2016) verificaram aumento na espessura endometrial
guando se associou estradiol ao citrato de clomifeno para inducdo de ovulacdo em

mulheres anovulatérias, porém néo identificaram aumento nas taxas de gravidez.

Apesar de ser amplamente utilizado para inducao de ovulagéo, ndo esté descrito na
literatura se o letrozol poderia promover apoptose das células da granulosa e
interferir nos estagios finais da foliculogénese como descrito com o citrato de
clomifeno em ratas (CHAUBE et al., 2005).

Dessa forma, considerando o elevado numero de pacientes anovulatérias que
poderiam se beneficiar de tratamento de baixa complexidade e baixo custo através
do coito programado e, motivados por tentar entender as baixas taxas de gravidez
com o uso de indutores de ovulacdo orais mesmo com ovulacdo confirmada ao

ultrassom, buscamos esclarecer se a ocorréncia de apoptose nas células do
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cumulus oophorus poderia ser um mecanismo causador desses resultados

indesejados, e seus reflexos no microambiente ovariano.

Uma vez que com o tratamento de coito programado ndo ha manipulacéo folicular,
as células do cumulus oophorus estudadas foram obtidas por puncao folicular para o
tratamento de fertilizagdo in vitro (FIV). Contudo, citrato de clomifeno e letrozol nédo
sdo administrados isoladamente nesta modalidade de tratamento. Sendo assim,
procuramos analisar concentracfes fisiologicas dessas drogas em culturas de
células da granulosa denudadas de odcitos aspirados na puncédo folicular. Estas
células, que sado descartadas para o tratamento de FIV por meio da técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), foram utilizadas in vitro para
analise de apoptose sob efeito do citrato clomifeno (CC) e letrozol (LE) em
concentracbes semelhantes as encontradas no soro de pacientes apés
administracdo de doses usuais, bem como um possivel efeito protetor da adicao de

estradiol (E) descrito na literatura.

FIGURA 6: Estrutura do foliculo
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A figura descreve o foliculo e seus contituintes: Ovulo, zona pellcida, cumulus oophorus e antro.
Adaptado de “The Free Dictionary”, disponivel em: http://medical-dictionary.thefreedictionary.com
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar se o citrato de clomifeno e o letrozol estimulam a apoptose nas células do

cumulus oophorus in vitro e quais 0os mecanismos envolvidos neste processo.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar se ha aumento da ocorréncia de apoptose nas células do cumulus
cultivadas na presenca de citrato de clomifeno e letrozol, com e sem estradiol, por

citometria de fluxo.

b) Avaliar se a expressao de genes envolvidos na regulacdo da apoptose como
SOD2, Bax e caspase-3 se altera, por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real.
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3 METODOLOGIA

3.1 Pacientes

No presente estudo prospectivo e comparativo foram avaliadas vinte e uma
pacientes entre 27 e 41 anos, que foram encaminhadas para tratamento de
infertilidade conjugal com FIV/ICSI na Clinica Fertibaby, Belo Horizonte, Brasil.
Células do cumulus oophorus de algumas dessas pacientes (n=3) foram destinadas
para cultivo celular e avaliagdo de pureza da cultura por imunocitoquimica e Giemsa,
outras (n=3) para o teste de toxicidade das drogas. Outras amostras (n=7) foram
alocadas para cultivo celular e citometria de fluxo e as restantes (n=8) foram
alocadas para extracdo de acido ribonucleico (RNA), transcricdo reversa e PCR em

tempo real entre abril e novembro de 2019.

Foram consideradas elegiveis para participar do estudo as pacientes que
concordaram em participar e assinaram o0 termo de consentimento livre e

esclarecido.

Todas as pacientes incluidas tinham indicacao prévia de tratamento de FIV/ICSI por
motivos diversos (fator masculino ou tubario, infertilidade inexplicada) e seguiram o
protocolo de estimulacdo individualizado prescrito pelo médico assistente. Para a
hiperestimulacdo ovariana, foram utilizadas doses diarias de 150-300 Ul de FSH
recombinante (Gonal-F, Merck-Serono, Espanha), FSH urinario (Fostimon, IBSA
Institut Biochimique, Suica), gonadotrofina menopausica humana (do inglés human
menopausal gonadotropins hMG - Merional, IBSA Institut Biochimique, Suica) ou
alfacorifolitropina (Elonva, Vetter Pharma-Fertigung GmbH & Co. KG, Alemanha),
dependendo da idade, indice de massa corporal (IMC) e resposta ovariana em ciclos
anteriores. Doses diarias de 0,25 mg de antagonista do hormdnio liberador de
gonadotropina (do inglés gonadotropin-releasing hormone - GnRH) ganirelix
(Orgalutran, Vetter Pharma-Fertigung GmbH & Co. KG, Alemanha) foram iniciadas
guando o diametro médio do foliculo dominante atingiu 14 mm. Quando trés ou mais
foliculos atingiram um diametro médio de 17 mm, a gonadotrofina coridnica humana
(do inglés human chorionic gonadotropin - hCG - Choriomon-M, 10.000UI; IBSA

Institut Biochimique SA, Sui¢a) ou agonista do hormonio liberador de gonadotropina
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triptorelina (Gonapeptyl daily 0,2 mg, Ferring, German) foi administrado por via

subcutanea, e a coleta oocitaria foi realizada 34-36 horas apos.

Foram excluidas do estudo as pacientes que usaram clomifeno e/ou letrozol durante
a estimulagcdo ovariana controlada, e aquelas que desistiram de participar e

revogaram o consentimento.

3.2 Considerac0es éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais sob o parecer Ginecologia e Obstetricia (GOB) 033/2016
(ANEXO A).

Foi apresentado o termo de consentimento livre e esclarecido a todas as pacientes
convidadas a participar do estudo (APENDICE A).

3.3 Aspiracéo folicular e fertilizagao in vitro

A aspiracdo dos foliculos foi realizada com agulha de 17 Gauge guiada por
ultrassom transvaginal (USTV), utilizando-se presséo negativa artificial constante de
180 mmHg para aspiracdo do liquido folicular, cerca de 34 a 36 horas apés a
administragcdo do hCG ou analogo do GnRH. O liquido foi coletado em tubos de
ensaio estéreis e os oocitos foram imediatamente encaminhados ao laboratorio e
identificados com o auxilio de uma lupa, em capela de fluxo laminar para manter o
ambiente estéril e equilibrado a 8,1% CO2, 5%02, 37°C e incubados no meio
multipurpose handling mediumtrade (MHM - FUJIFILM Irvine Scientific, Estados
Unidos da América — EUA).

3.4 Separacédo das células da granulosa
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3.4.1 Coleta e cultivo das células da granulosa do cumulus oophorus

A denudacéo dos odcitos pela embriologista ocorreu entre 30 e 60 minutos apos o
término da puncdo ovariana. Para a retirada das células do cumulus foi realizada a
denudacdo enzimatica com hialuronidase (HyaseTM-10X-Vitrolife, Suécia) por no
méximo 60 segundos. ApOs a denudacdo enzimatica, os 6vulos foram transferidos
para outro meio com MHM (FUJIFILM Irvine Scientific, EUA), quando foi realizada a
denudacdo mecanica para a retirada das células da corona radiata com pipetas
Pasteur, afiladas, de vidro, com diferentes diametros, do maior para o menor. Os
odcitos, a seguir, foram classificados quanto ao seu grau de maturagdo: metafase Il
(MII), metafase | (MI) e vesicula germinativa (VG). Os odcitos classificados como Mil
e 0s MI que por ventura se tornaram MIl durante o cultivo de quatro horas até o

momento da ICSI foram utilizados para o tratamento das pacientes.

FIGURA 7: llustracdo do 6vulo com as células do cumulus e apés denudacao

A

A figura 7A representa o 6vulo apés a separacéo do liquido folicular e a figura 7B representa o évulo
apo6s denudacéo, em 200x.

As células do cumulus e corona radiata foram transferidas para tubos eppendorfs de
1,5 mL (estéreis e livres de desoxirrobonuclease - DNAse - e ribonuclease - RNAse),
contendo 500 pL de meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) completo (5%
soro bovino fetal - SBF e 1% de antibiético e antimicotico, Gibco Dulbecco's Modified
Eagle Medium Thermo Fisher) e mantidos em gelo até o transporte para o
Laboratério do Comportamento Celular no Instituto de Ciéncias Biologias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG), onde os experimentos foram

realizados.
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FIGURA 8: Etapas da coleta das células do cumulus
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As células do cumulus e corona radiata foram transferidas para tubos eppendorfs de 1,5 mL (estéreis
e DNAse e RNAse free) contendo 500 pL de meio DMEM completo (5% SBF e 1% de antibi6tico e
antimicético, Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium Thermo Fisher) e transferidas para
plagueamento em laboratério.

Neste laboratério as células foram centrifugadas por cinco minutos a 2.000 rotacfes
por minuto (RPM) a temperatura ambiente, o meio descartado e acrescentados 30
uL de tripsina no pellet das células do cumulus e incubacao a temperatura ambiente
por cinco minutos (para desfazer os clusters das células do cumulus). Em seguida,
as células foram novamente centrifugadas por cinco minutos a 2.000 rpm a
temperatura ambiente e o pellet ressuspendido em 500 pL de meio DMEM completo
(5% soro bovino fetal - SBF e 1% de antibidtico e antimicoético, Gibco Dulbecco's
Modified Eagle Medium Thermo Fisher), contadas em camara de Newbauer, e
plagueadas numa quantidade de 5x10* células por poco, em placa de 24 pocos, em
um volume final de 500 pL de meio DMEM completo (5% soro bovino fetal - SBF e
1% de antibiotico e antimicotico, Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium Thermo
Fisher) por poco. As células foram deixadas em cultivo por 48 horas para aderéncia

as placas.

3.4.2 Avaliacdo da pureza das células através da coloragdo das laminulas com

Giemsa e imunocitoquimica (ICC) para alfa inibina
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Com o objetivo de visibilizar a morfologia das células do cumulus e avaliar a pureza
da cultura, as células plagueadas de trés pacientes foram fixadas e coradas com

Giemsa e submetidas a ICC para alfa inibina.

Giemsa é um sistema de coloracdo para estudo de elementos celulares utilizado
para diagnéstico in vitro, onde os nucleos sédo corados de azul escuro e o citoplasma
variando entre o azul e o rosa, de acordo com a acidez do conteudo citoplasmatico
(PEREA-SASIAIN, 2003).

A inibina é secretada pelas células da granulosa dos foliculos ovarianos (ZHENG et
al.,, 2003) e a alfa inibina foi escolhida como marcador de pureza destas células,
confirmando que estamos trabalhando com as células do cumulus e excluindo os

demais tipos celulares.

Para coloracdo com o Giemsa, apdés 48 horas de aderéncia e crescimento das
células do cumulus, o meio foi retirado dos pogos e cada poco lavado duas vezes
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril. Posteriormente as
lavagens, as laminulas foram fixadas com 500 puL de metanol fresco (em cada poco),
por 10 minutos. Em seguida, o metanol foi descartado e cada poco lavado uma vez
com 500 pL de metanol fresco. Imediatamente o corante Giemsa (200 pL) foi
adicionado, de modo a evitar a absor¢do de agua pelo metanol residual. Depois de
dois minutos, o corante foi diluido com 800 uL de agua destilada e agitado
gentilmente por mais dois minutos para remover a camada de residuos do corante.
As células foram entdo lavadas gentilmente até que toda a coloracéo résea fosse
removida. Ao término as laminulas foram retiradas dos pog¢os, a borda seca
encostando-as em papel absorvente e montadas em laminas de microscopia com
Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany) (Figura 9). As laminas foram digitalizadas
no Centro de Aquisicdio e Processamento de Imagens do ICB-UFMG
(CAPI/ICB/UEMG).

Para a realizacdo da ICC para alfa inibina, as células foram lavadas uma vez com
PBS (que em seguida foi removido) e fixadas por duas horas com formaldeido 4%.
Os pocos foram entéo lavados por trés vezes com PBS. Feita a fixacdo, as células

foram permeabilizadas com PBS+BSA 2% + triton 0,1% por 10 minutos e logo
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incubadas com solucdo de bloqueio de peroxidase por cinco minutos (Peroxidase
Block - NovocastraTM Peroxidase Detection System — RE7101). Apos lavar duas
vezes com PBS, as laminulas foram incubadas por cinco minutos com solucdo de
bloqueio de proteina (NovocastraTM Peroxidase Detection System - Protein Block —
RE7102). As laminulas foram, entdo, lavadas por duas vezes com PBS e incubadas
por uma hora com o anticorpo primario anti alfa inibina em diluicdo 1:100 (Abcam,

mouse monoclonal [BC/R1], Cat. No. ab724-500) em camara umida.

Ao término da incubagdo com o anticorpo primario, as laminulas foram lavadas duas
vezes com PBS por cinco minutos, seguindo com a incubagcdo com o anticorpo
secundario biotinilado (NovocastraTM Peroxidase Detection System — RE7103),
aplicando-se uma gota sobre o plastico insufilm esticado sobre a tampa da placa e
com as laminulas sendo viradas sobre a gota por 30 minutos a temperatura
ambiente. Terminada a incubacado e lavado o excedente de anticorpo secundario 2
vezes por cinco minutos com PBS, as laminulas foram incubadas por 30 minutos
com streptavidina-HRP (NovocastraTM Peroxidase Detection System — RE7104),

com duas lavagens ao final com PBS por cinco minutos.

As laminulas foram coradas com uma solugdo contendo 25 uL de 3,3-
diaminobenzidina (cromégeno DAB) (NovocastraTM Peroxidase Detection System)
em 475 pL de tampdo do DAB (NovocastraTM Peroxidase Detection System —
RE7106), preparado 50 minutos antes e mantido ao abrigo da luz. Concluida a
imunocoloracao, as laminulas foram lavadas duas vezes por cinco minutos em PBS
e montadas sobre uma lamina com Entellan® (Merck, Darmstadt, Germany) (Figura
9). As fotos das laminas foram digitalizadas no CAPI/ICB/UFMG.

FIGURA 9: Montagem da placa para cultura primaria de células do cumulus
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A pureza da cultura foi confirmada por analise morfolégica (Giemsa) e a imunocitoquimica (ICC) para
alfa inibina, para confirmacéo de que as células aderidas eram puramente células do cumulus.

3.4.3 Ensaio MTT: efeitos na viabilidade e metabolismo mitocondrial celular

O ensaio colorimétrico do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio],
conhecido como MTT, mede a viabilidade celular. O resultado esta relacionado a
capacidade de enzimas desidrogenases, presentes nas mitocondrias e citoplasma
de células viaveis, em reduzir o anel de tetrazolio, formando cristais de formazam de
coloracdo azul. O acumulo desses cristais em células metabolicamente viaveis é

medido a partir da leitura em espectrofotometro (MOSMAN, 1983).

O ensaio MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado para avaliar a
citotoxicidade e efeitos na viabilidade celular do citrato de clomifeno e letrozol nas
células do cumulus. Depois de contadas, as células foram dispostas em placas de
cultivo de 96 pocos na densidade de aproximadamente 4.000 células por poco e
incubadas 24 horas para aderéncia. Apos esse periodo, as células foram tratadas
com diferentes concentracdes de citrato de clomifeno (2, 20, 200 e 2.000 ng/mL) e
letrozol (30, 300 e 3.000 ng/mL), em triplicata, e novamente incubadas em estufa por
24 horas. Depois dessa incubacao, retirou-se o sobrenadante da placa utilizando

uma bomba de vacuo e adicionou-se 100 pL da solugcdo de MTT (Sigma-Aldrich,
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EUA) na concentracao de 0,25 mg/mL, e a placa foi novamente incubada por quatro
horas, ao abrigo da luz. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados a cada poco para solubilizar os cristais
de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada em aparelho leitor de
microplacas (SpectraMax 190 absorbance microplate reader, Molecular Devices
Corp., Sunnyvale, CA.) em comprimento de onda de 570 nm (figura 10). Com a
obtencdo dos valores de absorbéancia foi realizada a correcdo com a subtracdo da
leitura do branco e determinacdo do percentual de viabilidade celular, sendo o valor
de absorbéancia encontrado para o controle utilizado como referéncia (100%).

FIGURA 10: Esquema para o ensaio MTT
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O ensaio colorimétrico brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio] (MTT) para avaliar a
viabilidade celular e o metabolismo mitocondrial apds 24 horas de tratamento com o citrato de
clomifeno e letrozol.

3.4.4 Cultivo das células da granulosa do cumulus oofurus
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ApoOs ter permanecido por 48 horas em placas de 24 pocos em DMEM completo (5%
soro bovino fetal - SBF e 1% de antibittico e antimicotico, Gibco Dulbecco's Modified
Eagle Medium Thermo Fisher) a monocamada de células de oito pacientes foi
tratada com CC, CC+E, LE, LE + E, além do seu grupo-controle sem tratamento. O
meio com 5% de SBF foi retirado dos pocos; e meio DMEM completo contendo a
concentracdo das drogas foi adicionado aos respectivos po¢os. A concentracao
utilizada de CC foi de 200 ng/mL, de LE 300 ng/mL e E 3,3 x10° ng/mL. A dose
escolhida foi baseada no nivel sérico encontrado apés a administracdo dessas
drogas a seres humanos, nas posologias mais usuais, considerando a administracéo
por via oral de 100mg de citrato de clomifeno, 5mg de letrozol e 2mg de valearato de
estradiol, segundo a biodisponibilidade descrita em bula, ja que ndo demonstraram
toxicidade. Ap6s 24 horas de tratamento com as drogas incubadas a 5% CO2 em ar
umidificado a 37 °C, as placas foram retiradas para avaliagcdo das células por

citometria de fluxo.

3.4.5 Analise das fases ciclo celular

Para analisar as fases do ciclo celular das células da granulosa do cumulus tratadas
com CC, CC + E, LE e LE + E e das células-controle e observar se houve alteracao
da proporcao de células em cada uma das fases do ciclo celular (GO/G1, S, G2, M)
ou apoptose (populacdo subdiploide), foi feita a coloracdo com iodeto de propideio
(Pl) e andlise por citometria de fluxo descrita por Vindelov, Christensen e Nissen
(1983) (Figura 11). Este método se baseia na lise das membranas celulares e

produz nucleos corados em suspensao a partir de trés etapas.
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FIGURA 11: Diagrama representativo das fases do ciclo celular a partir da citometria
de fluxo

GO0e G1

Populaciao
1 subdiploide ]
| M |
Apoptose

180 360 540 720 900

0

2N 4N

Os nucleos encontrados na linha M1 sdo contados como nudcleos apoptéticos. 2N = populagdo
diploide, 4N = populacéo tetraploide (logo apés a duplicacdo do DNA na fase S).

3.4.6 Leitura no citbmetro de fluxo

ApO6s 24 horas de tratamento, o meio (sobrenadante) foi retirado de cada pogo e
transferido para um tubo eppendorf de 2 mL, que em seguida era centrifugado a
3.000 rpm por trés minutos. O sobrenadante era descartado e as células eram
ressuspendidas em 100 pL de solugéo fluorocrémica hipoténica (HFS, do inglés
hypotonic fluorochromic solution - 0,1% citrato de sodio, 0,1% Triton X-100, 50
Mg/mL iodeto de propideo). Concomitantemente, 400 pL da solucdo eram
adicionados na monocamada das células, e ambos incubados por no minimo quatro
horas a 4°C e protegidos da luz com papel aluminio. Ao término da incubagéao
retirava-se o volume de 400 pL da placa e transferia-se para o tubo eppendorf de 2

mL juntamente com o volume de 100 uL armazenado no tubo.

Finalmente, o volume final de 500 pL transferido para um tudo de leitura para o
citbmetro e as células analisadas quanto a porcentagem de apoptose, de acordo
com o protocolo descrito por Nicoletti et al. (1991), com algumas adaptacdes. A
leitura foi realizada no citdmetro de fluxo da BD LSRFortessa (BD Biosciences), no
Laboratério Institucional de Pesquisa em Biomarcadores do Departamento de

Analises Clinicas e Toxicolédgicas da Faculdade de Farmacia da UFMG.

No citbmetro de fluxo foram lidos 5.000 eventos (células), e um histograma foi
gerado ao final da leitura no software CellQuest (WANG; ZHENG, 2002).
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FIGURA 12: Estratégia utilizada para os ensaios de ciclo celular e para analise no
citometro de fluxo
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llustragdo representativa do cultivo celular por 48h para aderéncia a placa seguido de tratamento com
as drogas por 24h, incubacéo com iodeto de propideo e posterior analise e leitura no citbmetro de
fluxo.

3.4.7 Extracdo de RNA, transcricdo reversa e PCR em tempo real

Para avaliar a expressao génica de caspase-3, Bax, SOD2 e do normalizador S26,
realizou-se a extracdo do RNA total das células do cumulus controle (sem
tratamento) tratadas com CC, CC + E, LE, LE+E de oito pacientes. O experimento,
anteriormente descrito, foi seguido de 24 horas de tratamento com as drogas, nas

mesmas concentracdes utilizadas, em placas de 24 pocos.

O meio foi retirado dos pogos, seguido da adicdo de 500 pL de trizol® (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ao primeiro poco da duplicata, com diversas
‘lavagens” com o proprio trizol para a remocdo de todas as células. O volume foi
entdo transferido para o segundo poco da duplicada e o processo anterior repetido.
Ao final, o volume total de 1.000 pL foi transferido para eppendorfs de 2 mL (livre de
DNAse e RNAse) e armazenado em gelo. Procedeu-se a extracdo do RNA total de
acordo com o protocolo do reagente trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), sem modificacfes. A integridade e concentracdo do RNA foram avaliadas
por meio da quantificacdo em NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, USA).
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Para a sintese do acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) realizou-se a
transcricdo reversa com o kit M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), sem modificacdes, e utilizando-se como
iniciadores random hexamers e oligo dT no total de 1.000 ng de RNA, com volume
final da reacdo de 40 pL. O mix foi entdo submetido a incubacéo a 40°C por uma
hora no termociclador MiniAmp™ Plus Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, Delaware, EUA).

Feita a transcricdo reversa, o cDNA gerado foi submetido a PCR em tempo real
utilizando-se o kit Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) usando-se os primers descritos na tabela 1. As
amostras (50 ng de cDNA) foram aplicadas em placas de 96 pocos (ABI PRISM®
96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), em duplicata, reagentes em concentracdes e quantidade de acordo com
o descrito pelo protocolo do fabricante, com o volume final de 20 uL. A reacéo de
PCR em tempo real foi realizada no equipamento StepOnePlus™ System (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA), seguindo o ciclo termal padréo do
equipamento. E ao final, foi realizada a curva de dissociagcdo a 60°C/1 minuto, para

determinacao da especificidade dos fragmentos amplificados.

FIGURA 13: Estratégia utilizada para os ensaios de PCR em tempo real
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Descri¢do das etapas do experimento: Cultivo celular por 48h em placa de 24 pogos seguido do
tratamento com as drogas por 24h. Incubacéo com trizol, extracdo do RNA, transcri¢do reversa e CR
em tempo real.
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TABELA 1 - Primers para PCR em tempo real

. . s o . y o Tamanho| n°acesso
Primers Foward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) amplicon| GenBank
TGTGCTTCCCAAGCTGTATG | CGATTCCTGACTACTTTGCTGT
S26 TGAAG GAA 75bp NM_001029.3
Bax '(I;(_IZ_TG,%CTTTGCCAGCAAACTG ZﬁTCCAGCCCATGATGGTTCTG 80bp NM_138765.3
SOD2 | CCTACGTGAACAACCTGAAC | GAAGAGCTATCTGGGCTGTA 84 bp NM_000636.4
CASP3 | GTAGATGGTTTGAGCCTGAG | CCAGTGCGTATGGAGAAATG 106 bp NM_032991.2

Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para PCR em tempo real.

3.5 Analise estatistica

Para verificar se as pacientes alocadas no grupo citometria de fluxo e no grupo PCR
representavam um mesmo perfil epidemioldgico, foi comparada a média entre os
parametros idade, nimero de odcitos coletados e percentual de oécitos maduros. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e ao teste de

comparacao de médias teste t ndo pareado.

Para interpretacdo dos resultados da citometria de fluxo e MTT, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido do teste t pareado ou

teste de Wilcoxon, de acordo com a normalidade.

Os dados da expresséo génica foram normalizados com o gene housekeeping S26
por meio do método ACt (Ct do gene alvo - Ct do gene normalizador), e a expressao
génica relativa avaliada por meio do fold change com os dados de 222Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para a analise estatistica a normalidade foi avaliada pelo
teste D’Agostino & Pearson seguido do teste t pareado ou teste de Wilcoxon, a

depender da normalidade.

O software utilizado foi o GraphPad Prism v8 e foram consideradas como
significativos os resultados cuja probabilidade de significancia do teste foi de p<0,05

e pelo menos 95% de confianca.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados clinicos, comparacéao entre o grupo avaliado pela citometria de fluxo

e 0 grupo avaliado por meio da PCR

Uma paciente foi excluida do grupo avaliado a partir da citometria de fluxo por ter
utilizado letrozol durante a estimulacdo ovariana, avaliando-se, assim, sete
pacientes neste grupo e oito pacientes no grupo estudado através do PCR. A tabela
2 apresenta medidas descritivas dos dados clinicos separadas por grupo. Conforme
descrito na tabela 3, os grupos sdo homogéneos e nédo diferem entre si quando
considerados idade, numero de od0citos coletados e porcentagem de odécitos

maduros.

TABELA 2 - Medidas descritivas dos dados clinicos das pacientes alocadas no
grupo PCR e grupo citometria de fluxo

Medidas descritivas (%)

Variavel

n Minimo Méaximo Média dp

Grupo PCR

Idade 8 27 38 33,63 3,85
N° de odcitos coletados 8 15 30 20,88 4,48
% de odcitos maduros 8 61,11 100 83,68 13,56
Grupo Citometria de fluxo

Idade 7 34 41 36,29 2,36
N° de odcitos coletados 7 5 38 16,86 11,13
% de odcitos maduros 7 60,87 100 77,34 14,03

Medidas descritivas do grupo submetido a PCR e citometria de fluxo, em relacéo a idade, nimero de
o6citos coletados e nimero de oécitos maduros.

TABELA 3 - Comparacao de médias entre pacientes do grupo destinado a citometria
de fluxo e a PCR

Grupo PCR Grupo Citometria de

Variavel fluxo p
Média dp Média dp
Idade 33,63 3,85 36,29 2,36 0,1377
N° de odcitos coletados 20,88 4,48 16,86 11,13 0,3636
% de o6citos maduros 83,68 13,56 77,34 14,03 0,3906

Comparacgdo das médias e desvio padrdo (dp) em relacdo a idade, nimero de odcitos coletados e
porcentagem de odcitos maduros, comparando o grupo submetido a PCR e a citometria de fluxo
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4.2 Imunocitoquimica para alfa inibina

Apés adesao e manutencao das células em cultura por 48 horas, a imunocitoquimica
para marcacdo de alfa inibina demonstrou ser positiva para todas as células e

indicou a pureza da cultura para os préximos testes de cultivo e tratamento com as
drogas CC e LE (Figura 14).

FIGURA 14: Imunomarcacao de alfa inibina em células da granulosa do cumulus
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Células obtidas apés denudacdo oocitaria, mantidas em cultura por 48 horas e aderidas em
laminulas, foram utilizadas como controle para protocolo de cultura primaria das células do cumulus e
da pureza do tipo celular presente em cultura (sem outros tipos celulares contaminantes), para inicio
dos testes com as drogas CC e LE. Todas as células apresentaram marcacado citoplasmatica positiva
para alfa inibina (A, B, C e D — 200, 100, 50 e 20 pum, respectivamente).

4.3 Ensaio com MTT: citotoxicidade

Conforme observado no gréafico 1, ndo foi evidenciada diferenca estatisticamente
significativa no percentual de viabilidade celular apés o tratamento com CC ou LE

em diferentes concentracdes, ap0s 24 horas de tratamento. Na tabela 4 sé&o
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apresentados os valores de média e desvio-padrdo do percentual de viabilidade

celular observados em cada grupo.

GRAFICO 1 - Percentual de viabilidade celular obtido pelo ensaio de MTT em
células ap6s 24h de tratamento com CC ou LE
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Demonstracao do percentual de viabilidade celular com diferentes concentracées de CC e LE apoés
24h de tratamento, demonstrando n&o haver citotoxicidade nas diferentes concentra¢fes utilizadas.

TABELA 4 - Medidas descritivas do percentual de células vidveis no ensaio de MTT
de células submetidas ao tratamento com CC e LE
Medidas descritivas (%)

Grupos de estudo Média dp
e CC
Controle 100 80,64
2000 ng/mL 137,4 148,1
200 ng/mL 133,3 156,2
20 ng/mL 128,6 86,45
2 ng/mL 105,5 32,88
o LE
Controle 100 80,64
3000 ng/mL 74,43 89,27
300 ng/mL 95,89 1111
30 ng/mL 41,05 6,87

Média e desvio padréo do percentual de células vidveis no MTT em diferentes concentrag6es de CC
e LE, demonstrando n&o haver citotoxicidade em nenhuma das concentragdes avaliadas.

4.4 Avaliacao do ciclo celular pela citometria de fluxo

O percentual médio de células em <G1 (subdiploide), G1 e G2 ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa em qualquer um dos tratamentos realizados
guando comparado ao grupo-controle. Ja para a fase S, o tratamento com LE

reduziu o percentual médio de células quando comparado ao controle (média grupo-
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controle: 24,79, média grupo LE: 21,70, p=0,0014) e também apresentou diferenga
guando comparados entre si 0s grupos CC e CC + E (média CC: 24,13, média
CC+E: 20,61, p=0,0442).

Resultados representados no gréafico 2 e os valores de média, minimo, maximo e
desvio-padrdo do percentual de todos os grupos estudados séo apresentados na
tabela 5.

GRAFICO 2 - Médias dos percentuais de células viaveis por fase do ciclo celular, por
grupo de estudo, apos 24 horas de tratamento com as drogas.

Fase <G1 Fase G1
0.25 60—
wn w
% 0.20 - %
= S 40—
> >
w 0.15- w
(2] ]
= =
‘@ 0.104 ‘D
o © 20—
D Lob]
© 0.057 et
== ==
0.00 1 1 | ;_ 0- | 1
) < & L & ] () & L &
O < »* N i O < » ~ x*
& < N & <~ N
® <®
Fase S G2
60 60—
£ ®
E S L E
= 40— * = 404
w | — w
o ©
= E
D QD
© 20 O 20
D D
= =
== =<
0- T T 0- T T
) <) <& L & & (&) < KL &
O < x ~ bod =) () o] ~ 3
& o N & g N7
<® <®

*p<0,05; *p<0,01 (Teste t pareado).
Graficos descrevem a porcentagem de células viaveis nas fases <G1 (subdiploide), G1, S e G2 do
ciclo celular apds 24h de tratamento com CC, CC + E, LE, LE + E e grupo controle.Observado raras
células em <G1 sem significancia estatistica e a reducdo do percentual de células viaveis na fase S
guando avaliado o grupo tratado com LE em relacdo ao controle, e quando avaliado o grupo tratado
com CC+E em relagéo ao grupo CC.
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TABELA 5 - Medidas descritivas do percentual de células viaveis por fase do ciclo
celular, por grupo de estudo, apos 24 horas de tratamento.
Medidas descritivas (%)

Grupos de estudo N=7 Minimo Maximo Média dp
o <G1
Controle 0,00 0,00 0,00 0,00
CcC 0,00 0,00 0,00 0,00
CC+E 0,00 0,38 0,05 0,14
LE 0,00 0,03 0,004 0,011
LE+E 0,00 0,08 0,011 0,03
e G1
Controle 32,10 53,13 44,20 7,93
CcC 38,40 60,10 49,57 8,38
CC+E 35,90 48,40 44,06 4,38
LE 33,40 56,00 48,57 8,46
LE+E 37,80 54,10 46,45 7,05
e S
Controle 15,70 33,77 24,79 6,93
CC 14,10 32,03 24,13 6,58
CC+E 8,72 28,00 20,61 8,13
LE 13,00 30,37 21,70 7,15
LE+E 8,69 32,45 22,72 9,57
o G2
Controle 14,37 42,60 31,40 9,10
CC 18,73 33,90 26,30 5,14
CC+E 24,83 50,70 35,50 8,74
LE 20,97 39,50 30,05 5,80
LE+E 22,50 39,20 31,30 6,46

Medidas descritivas dos grupos de tratamento (controle, CC, CC+E, LE, LE + E) em cada uma das
fases do ciclo celular (<G1, G1, S, G2).

4.5 PCR em tempo real

Foi realizada a comparacdo entre o fold change médio de expressdo dos genes
caspase-3, Bax e SOD2 em células submetidas ao tratamento com CC, LE, CC+E e

LE+E em relacdo ao controle néo tratado.

Quando realizada a comparagao entre o grupo-controle e o grupo tratado com CC
obteve-se aumento na expressédo de Bax (p=0,0119) e SOD2 (p=0,0061) no grupo
tratado com o CC em relacdo ao grupo-controle. No grupo CC+E foi observada
modulacdo na expressdo de Bax e caspase-3, reduzindo a expressao de Bax
(p=0,0156) e caspase-3 (p=0,0017) em relacédo ao controle. Ao comparar 0 grupo
CC e CC+E identificou-se reducdo na expressao de caspase-3 (p=0,0078) e Bax

(p=0,0078), no grupo tratado adicionalmente com estradiol.

No grupo tratado com letrozol também foi identificado aumento na expressdo de

SOD2 em relagéo ao controle (p=0,0017). E quando comparado LE e LE+E, além da
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reducdo na expressdo de SOD2 (p=0,0078), também se apurou reducdo na
expressdo de Bax (p=0,0078) no grupo adicionalmente tratado com estradiol. No
grupo LE+E também foi constatada reducdo na expressao de caspase-3 (p=0,0049)

e Bax (p=0,0391) em relacao ao controle.

GRAFICO 3 - Fold change observados para a expressdo de caspase-3, Bax e
SOD2, ap6s 24 horas de tratamento com CC, LE e E
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*p<0,05; **p<0,01.
Graficos demonstram fold change para a expressao de Caspase 3, Bax e SOD2 para os 5 grupos
estudados: controle (CT) , CC, CC+E, LE, LE+E apo6s 24h de tratamento.
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5 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo com células do cumulus humano in vitro tratadas com CC,
LE e em associagdo com E, na tentativa de avaliar se estas drogas induzem
apoptose nas células do cumulus e se o estradiol seria um fator de protecao para

esse evento.

Os resultados encontrados a partir da citometria de fluxo ndo indicaram diferenca
nas taxas de morte celular por apoptose nas células do cumulus tratadas por 24
horas com CC e LE. Nos grupos CC+E, LE e LE+E foram identificadas raras células
em <G1 (fragmentacdo nuclear), mas sem significancia estatistica, sendo a média
de 0,05% no grupo CC+E, 0,004% no grupo LE e 0,011 em LE+E. E sabido que uma
pequena porcentagem das células da granulosa fisiologicamente evolui para
apoptose (HUGHES; GOROSPE, 1991). E também € possivel encontrar algumas
células da granulosa em apoptose mesmo em foliculos saudaveis sem impacto na
gualidade oocitaria (ROSE; BROWN, 2020). A reducdo do percentual médio de
células na fase S no grupo LE quando comparado ao controle e no grupo CC+E
guando comparado ao CC pode indicar a permanéncia das células em G1, indicando
uma possivel parada no ponto de reparo em G1, mas essa hipotese deve ser

reproduzida para melhor entendimento desse processo.

A cultura priméria de células da granulosa é um processo muito variavel e pode ser
modificado pelo tipo e tempo de cultivo. Kossowska-Tomaszczuk et al. (2009)
demonstraram pela primeira vez que as células da granulosa luteinizadas em cultivo
prolongado com fator inibidor de leucemia (do inglés leukemia-inhibiting factor - LIF)
podem se diferenciar em tipos celulares habitualmente inexistentes no ovario, como
neurbnios, osteoblastos e condrdcitos, 0 que caracterizaria sua multipoténcia. O
cultivo celular em nosso trabalho foi de 48h, seguido de 24h com a adicdo das
substancias do estudo. Nao é esperada essa diferenciacdo importante em curto
periodo de tempo sem fatores de crescimento que induzam estas transformacoes,
mas € sabido que in vitro as células podem se comportar diferentemente do

esperado.
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Trabalhamos com culturas priméarias de células do cumulus de pacientes em
tratamento de infertilidade, submetidas ao processo de fertilizacdo in vitro, nédo
trabalhamos com linhagem imortalizada. Além disso, as concentracdes das drogas
de estudo foram utilizadas em concentracdes fisiologicas, proximo ao valor sérico

encontrado apos sua administracdo em humanos.

Para que as células de uma mesma paciente pudessem ser incluidas nos cinco
grupos de tratamento e analisadas em duplicata para a extracdo de RNA e em
triplicata para a citometria de fluxo, foi necessério incluir apenas as pacientes com
maior numero de foliculos, ja que a escassez de células por grupo impediria a
analise correta. Ao considerar apenas pacientes com mais foliculos, além de nao
permitir a adequada analise das pacientes com pior resposta a estimulacéo, poderia
subestimar a ocorréncia de apoptose, ja que essas pacientes sdo mais suscetiveis
ao desenvolvimento de apoptose nas células da granulosa mesmo sem a adicédo das

drogas em estudo.

Fan (2019) evidenciaram que mulheres com reserva ovariana diminuida tém
significativo aumento de apoptose total, precoce e tardia nas células murais da
granulosa quando comparadas com pacientes com reserva ovariana normal. Ao
analisar a apoptose nas células do cumulus, encontraram aumento na apoptose
precoce relacionada a idade avancada e comprometimento da reserva ovariana,
mas nao identificaram essa relacdo quando avaliadas apoptose tardia ou apoptose
total. Isso pode ser explicado por maior suscetibilidade das células murais da

granulosa quando comparadas as células do cumulus.

Em 1997, Nakahara et al. associaram apoptose nas células da granulosa a ma
resposta a estimulacdo ovariana em tratamentos de fertilizacdo in vitro,
correlacionando aumento nas taxas de apoptose a menor numero de foliculos
puncionados, 0 que poderia impactar em nossos resultados, considerando a

populagao aqui estudada.

A utilizacdo prévia de FSH pelas pacientes durante a estimulacdo ovariana poderia
ter conferido algum grau de protecao para que as células do cumulus ndo sofressem
apoptose. Segundo Shen (2014; 2017), o FSH tem a capacidade de antagonizar a

apoptose nas células da granulosa por vias ndo totalmente elucidadas. E em seu



49

estudo realizado em ratas, a adicdo de FSH demonstrou a protecéo contra apoptose
nas células da granulosa pela supressdo de FOX 1. Outros estudos sugerem que 0
FSH possa ter efeitos distintos na expressdo de FOX 1 em diferentes estagios
foliculares (FAN et al., 2010; LIU et al., 2009).

Ao constatar que a citometria de fluxo nao identificou aumento nas taxas de
apoptose das células do cumulus, buscou-se avaliar por meio da PCR alguma
correlacdo com a via intrinseca da apoptose, quando se conseguiu identificar
aumento na expressdo génica de Bax no grupo tratado apenas com o CC, com
importante neutralizacdo dessa atividade pela adicdo do E, sendo, inclusive, inferior
ao grupo-controle. Isso se justifica pelo efeito protetor do E ao inibir apoptose. O
estrogénio, em condicdes fisioldgicas, ndo apresenta efeito antioxidante in vivo, mas
ao se ligar ao seu receptor (ERa, ERB e G protein-coupled estrogen receptor -
GPER) promove um mecanismo de sinalizacdo celular que resulta na regulacao
positiva de genes antioxidantes, aumentando a expressao de enzimas como SOD2 e
GPx, como demonstrado in vitro na adicdo de estradiol a cultura de células MCF7
(linhagem celular derivada de carcinoma de glandulas mamarias) por ativacdo de
MAP quinase (mitogen-activated protein MAP kinases) e NF-kB (factor nuclear kappa
B) (MANCINI et al., 2013; VINA et al., 2006).

Chaube et al. (2005) identificaram aumento na expressao de Bax nas células da
granulosa de ratas tratadas com CC, trés vezes maior que o controle, enquanto a
adicdo de E protegeu contra esse evento, apresentando niveis préximos ao controle.
Em nosso estudo a adicdo de E levou a uma expressdo de Bax menor que o
controle sem tratamento. Em estudo similar, Tripathi et al. (2011) relataram que o
citrato de clomifeno aumentou de forma significativa a concentracédo de peroxido de
hidrogénio, reduziu a atividade de catalase e induziu a retomada da meiose no ciclo

celular.

Casarini et al. (2017) postularam que a adicdo de 17 beta estradiol a cultura de
células imortalizadas de hGLC (human primary granulosa lutein cells) induziu a
ativacdo de proteina quinase B (do inglés protein kinase B - pAKT) e bloqueou a
clivagem de pré-caspase-3, revertendo o efeito pro-apoptotico relacionado ao cultivo
de 72h com hCG. O nivel méximo de fosforilacdo foi observado apds 15 minutos de

exposicdo ao E, porém sua ativagéo so foi observada apos 48h.
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A ativacdo de caspase-9 e caspase-3 depois de 48h de tratamento com CC foi
identificada por Li (2019), sugerindo seu papel na via intrinseca da apoptose. No
presente trabalho a avaliacao foi realizada apds 24h de tratamento e ndo se chegou
a detectar aumento da expressdo de caspase-3 relacionado a adicdo de citrato de
clomifeno, mas verificou-se sua modula¢cdo quando adicionado estradiol a cultura
tanto em associacdo ao CC quanto em associacdo ao LE quando comparados ao
grupo-controle, além de reducdo em sua expressdo quando comparados CC+E e

CC isoladamente.

Andrégenos sdo os primeiros fatores antiapoptéticos nos foliculos antrais e pré-
antrais, por aumentarem receptores de FSH e estimularem a mitose, além de
também inibir a apoptose nas células da granulosa pela producdo de microRNA-
125b, que suprime a producédo de proteinas pré-apoptéticas (ROSE; BROWN, 2020;
SEN et al., 2014). Inibidores de aromatase tém efeito comprovado na supressao da
producdo de estrogénio, por isso sua utilizacdo é bem estabelecida para mulher
menopausada apos cancer de mama (ESKEW et al., 2019; ROSE; BROWN 2020).

Em culturas que avaliaram proliferacdo MCF-7, foi referida diminuicdo da expressao
de Bcl2 pelos inibidores da aromatase, enquanto houve aumento na expressao de
proteinas Bax e caspase-3 comparado ao controle (ITOH et al.,, 2005;
THIANTANAWAT; LONG; BRODIE, 2003). Ao reproduzir o estudo em ratas,
Thiantanawat, Long e Brodie acusaram expressao aumentada de Bax de maneira
transitoria, retornando ao estado inicial apds sete e quatorze dias de tratamento com
LE. A expressdo aumentada de Bax e diminuida de Bcl2 também foi descrita por Xia
(2013), ao tratarem implantes endometrioticos de ratos com LE quando comparados

aos controles.

SOD2 é um antioxidante enzimatico expresso na mitocondria, que contém
manganés (Mn-SOD) e tem sua expresséo altamente detectada em células da teca
e granulosa luteinizadas, protegendo essas células contra o estresse oxidativo
(WANG et al., 2017). SOD e catalase sao importantes antioxidantes (YANG et al.,
2021) e niveis reduzidos de SOD2 tém sido correlacionados com o avancar da idade
e a reducdo da habilidade das células em remover o dano oxidativo (PERKINS et al.,
2019), além de estar relacionado a pior resultado apos tratamento de fertilizac&o in

vitro (YANG et al., 2021). Existe correlacdo positiva entre atividade enzimatica da
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SOD e niveis intrafoliculares de estradiol, relacionados a qualidade do odcito apés
tratamento de fertilizacdo in vitro (AMBE et al. 2005). Dessa forma, o aumento da
expressado de SOD 2 no grupo tratado com LE em nosso trabalho poderia estar
associado a um efeito antiapoptético dos androgénios relacionado a expresséo de
microRNA 125b (SEN et al., 2014), ja que a maioria das SODs pode ser alvo de
microRNAs como um mecanismo regulador das suas funcdes antioxidantes (LU et
al., 2020).

N&o se pode afirmar que essas drogas causem apoptose nas células do cumulus, ja
gue a expressdo génica € um evento inicial e foi avaliado apenas com 24 horas de
tratamento. Constatou-se a expressao aumentada de Bax que pode estar sendo
modulada por certo estresse oxidativo no ciclo celular e a consequente modulacéo

de SOD2 como uma tentativa de resposta a esse estresse oxidativo.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo ndo comprovou aumento de apoptose nas células do cumulus
oophorus humanas tratadas com CC e LE por citometria de fluxo, mas observou-se
modulacdo da expressdo génica de Bax, SOD2 e caspase-3 nessas mesmas células
por meio da PCR em tempo real, com essas drogas isoladamente e em associacao

ao E.

O CC aumentou a expressao de Bax e SOD2; o LE aumentou a expressédo de SOD2
e a adicao de E reduziu a expressao de Bax e caspase-3, tanto em associacao ao
CC quanto em associacao ao LE em relagdo ao controle. A adicdo de E reduziu a
expressdo de Bax e caspase-3 quando comparados CC e CC+E. Quando
comparados LE e LE+E observou-se reducdo na expressdo de BAX e SOD2 no

grupo tratado com estradiol.

Mais estudos poderao ser realizados com cultivo celular prolongado para confirmar o
impacto de CC e LE no ciclo celular, bem como a adicdo de E em estudos clinicos
para avaliar o impacto nas taxas de gravidez clinica em ciclos de inducdo de

ovulagcdo com o uso de indutores orais.
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APENDICES

Apéndice A - Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezada Senhora,

Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que ir4 avaliar dois
medicamentos utilizados para tratamento de infertilidade, cuja finalidade € aumentar
as chances de gravidez.

I.INFORMA(;OES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de duas medicacdes que sao utilizadas para induzir
ovulacdo em pacientes que nao ovulam espontaneamente: citrato de clomifeno e
letrozol. Nesta pesquisa, utilizaremos as células da granulosa que séo retiradas do
ovulo apoOs a coleta ovular e que seriam desprezadas pela clinica Fertibaby, para
avaliar se essas medicacdes estdo associadas a alteracdes celulares conhecidas
como apoptose e se 0 estrogénio adicionado a essas células poderia impedir esse
processo.

Il. SIGILO DOS DADOS

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

lll. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trard informacdes importantes que poderdo ter aplicacdo direta na
terapéutica. O melhor conhecimento da resposta celular a essas medicacfes nos
mostrara um caminho para aumentar as chances de gravidez.

IV. RISCOS

Os riscos a que as pacientes estdo submetidas sdo aqueles referentes ao
tratamento ao qual 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 acumulo de liquido no
abdome (ascite), distensdo abdominal e desconforto respiratério. Na grande maioria
dos casos, é um transtorno leve e transitorio. H4 ainda um pequeno risco de
formacdo de hematomas subcutdneos durante a aplicacdo das gonadotrofinas,
assim como infeccdo, que também pode acontecer durante a puncao folicular
(eventos muito raros). Esses problemas estdo especificados no termo de
consentimento livre e esclarecido da clinica, que é assinado por cada paciente,
antes do inicio do tratamento, e sdo, na verdade, inerentes ao protocolo de
tratamento, e ndo aos procedimentos do estudo celular, objeto deste projeto. O
protocolo do estudo cientifico aqui proposto ndo acrescenta qualquer risco adicional
as pacientes, uma vez que nao exerce alguma influéncia ou modificacdo no
tratamento. Utilizaremos células que recobrem o 6vulo e que seriam desprezadas
pelo laboratério.
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V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntarias. Todas as
despesas especificas relacionadas ao estudo sdo de responsabilidade dos
proponentes do estudo. O estudo ndo acarretara despesa extra as voluntérias.

VI.DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir
durante a pesquisa. Vocé poderad recusar-se a participar deste estudo e/ou
abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar. A aceitacdo ou nao da
participacdo neste estudo nédo influenciard no seu tratamento. N&o sera realizado
gualquer tipo de manipulagcao, experimento ou intervencao direta com o paciente.

Duvidas éticas podem ser resolvidas com o COEP e as demais com as
pesquisadoras, conforme os contatos abaixo.

Assinatura da voluntaria:

Assinatura da(s) pesquisadora(s):

TERMO DE CONSENTIMENTO

= , voluntariamente
concordo que sejam utilizadas as células da granulosa que apds o desnudamento
dos meus Ovulos seriam desprezadas pela clinica Fertibaby, para viabilizar a
realizacdo da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSIl), para fins de
pesquisa cientifica na Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do
exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara qualquer prejuizo a minha
saude ou ao tratamento.

Belo Horizonte,............... [0 [T de 20...............
Assinatura da voluntéria

Assinatura da(s) pesquisadora(s):

Dados para contato:

Dra. Camila Oliveira da Silveira Caires Lopes: tel (31) 3335-9274 (Clinica Fertibaby);
camila_silveira@yahoo.com.br

Prof2. Marcia Cristina Franca Ferreira: (31) 3409-9764 (departamento de GOB);
franca.marcia@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG: (31) 3499-4592

Av. Antbnio Carlos, 6.627, Pampulha - Belo Horizonte - MG - CEP 31270-901
Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala: 2005

coep@prpg.ufmg.br
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Apéndice B - Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido para a

realizacédo de ICSI da Clinica Fertibaby

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA REALIZAGAO DE
FERTILIZACAO IN VITRO (FIV) E/OU FIV COM MICROMANIPULACAO DE
GAMETAS (FIVICSI)

DEFINICOES:

Fertilizacdo in vitro (FIV): técnica laboratorial que promove o contato entre évulos e
espermatozoides, com o objetivo de fertilizar os évulos e produzir embrides.
Fertilizacdo in vitro com micromanipulacdo de gametas (FIV-ICSI): técnica
laboratorial que promove a unido entre 6vulo e espermatozoide a partir da insercéo
de um Unico espermatozoide diretamente dentro do Ovulo, utlizando um
micromanipulador de gametas.

Embrido: produto da unido entre 6vulo e espermatozoide.

Gravidez ectopica: gravidez desenvolvida fora da cavidade uterina.

O CASAL AUTORIZA A CLINICA A REALIZAR OS SEGUITES PROCEDIMENTOS:

I- Prescricdo de medicamentos para estimulacdo dos ovarios e amadurecimento
dos 6vulos, com o objetivo de obter quantidade adequada de Ovulos para a
realizacdo do procedimento.

[I- Monitorizacdo da estimulagéo dos ovarios a partir de exames de ultrassonografia.

lll- Preparo dos espermatozoides coletados pelo marido/companheiro para utilizacdo
neste tratamento.

IV- Coleta dos o6vulos por meio de puncéo transvaginal guiada por ultrassom,
realizada sob anestesia geral ou local.

V- Fertilizacdo dos 6vulos utilizando espermatozoides do marido/companheiro por
meio de FIV ou FIV-ICSI.

VI- Cultivo dos embrides resultantes até o momento adequado para a transferéncia.

VII- Transferéncia do(s) embrido(des) selecionado(s).

VIll-Armazenamento de dados cientificos gerados durante esse ciclo, que
eventualmente serdo utilizados de forma andnima em levantamentos estatisticos
de uso interno da Clinica Fertibaby ou em publicacdes cientificas nacionais e/ou
internacionais.

IX- Descarte das amostras nao utilizadas durante o tratamento (espermatozoides
excedentes, Ovulos imaturos ou de ma qualidade e embrides considerados
inviaveis).

OBS.: o casal fica ciente de que todos os embrides nao transferidos deverdo ser
congelados, de acordo com os termos expostos no TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO E CONTRATO PARA REALIZACAO DE
CONGELAMENTO DE EMBRIOES, exceto embrides inviaveis.

CHANCE DE GRAVIDEZ:

- Varia de 5 a 65%, dependendo da causa da infertilidade conjugal e, principalmente,
da idade da mulher.

- A chance de uma gravidez obtida por FIV evoluir para abortamento é igual a de
uma gravidez concebida naturalmente e depende principalmente da idade da
mulher.
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- Existe risco de aproximadamente 1% de a gravidez ser ectdpica (gerada fora da
cavidade uterina).

- Caso haja transferéncia de mais de um embrido, a gravidez podera ser gemelar em
cerca de 20 a 30% dos casos.

RISCO DE MALFORMACOES:

A chance de nascer uma crianga com alguma malformacéo apds esse procedimento
€ equivalente a de uma crianca concebida naturalmente. Em casos de alteracdes
graves no espermograma, existe chance proxima de 20% de a crianga do sexo
masculino herdar o problema do pai.

RISCOS DO PROCEDIMENTO:

Raramente, existe chance de:

I- Os medicamentos para estimulacdo dos ovarios ndo produzirem o efeito desejado
e o tratamento ser cancelado.

[I- N&o haver évulos ap0s o procedimento de puncao ovariana transvaginal.

[lI- Ndo haver espermatozoides apds a punc¢do/biopsia testicular (em caso de
necessidade do marido/parceiro).

IV- N&o haver embrido para transferéncia.

V- A paciente desenvolver a sindrome de hiperestimulacdo ovariana (SHO),
caracterizada por resposta exagerada do ovario a estimulacdo e distensao
abdominal por retencdo de liquido. Caso, durante a monitorizacdo da
estimulacao dos ovarios por meio dos exames de ultrassonografia, for detectado
algum risco de desenvolvimento da SHO, todos os embrides deverdo ser
congelados. Nesses casos, ndo ocorrera a transferéncia de embrifes a fresco, e
o risco de desenvolvimento da SHO sera minimo.

Essa conduta tem como objetivo evitar as complicacbes decorrentes da SHO, tais
como desidratagcdo, insuficiéncia renal e trombose. Caso haja necessidade de
internacdo, a equipe da Fertibaby fornecera assisténcia médica especializada, sem
onus, cabendo a paciente arcar apenas com 0s custos referentes a parte hospitalar.

OBS: a adequada monitorizacédo da estimulacdo dos ovarios a partir de exames de
ultrassonografia é de fundamental importancia para prevencao da SHO.

Belo Horizonte, / /

Consentimento da paciente:

Eu, ,
consinto na realizacéo do tratamento acima proposto.

Assinatura;

Consentimento do marido/companheiro:
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Eu, '
consinto na realizacdo do tratamento acima proposto e entendo que serei o pai legal
da crianga concebida.

Assinatura;

Médico Responsavel:

TESTEMUNHA TESTEMUNHA

Informacgdo: este termo é uma exigéncia do Ministério da Saude com base na
Regulamentacdo Federal RDC n° 23 da ANVISA, de 27 de maio de 2011.
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Anexo A — Parecer do Departamento de Ginecologia e Obstetricia
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