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1. LISTA DE ABREVIATURAS

SC — células-tronco; do inglés, Stem Cell

MSC - células-tronco mesenquimais; do inglés Mesenchymal Stem Cell
eMSC - células-tronco endometriais; do inglés Endometrial Stem Cell

HLA — Antigeno Leucocitario Humano; do inglés, Human Leucocyte Antigen
SDF1 — Fator Derivado de Estroma; do inglés, Stromal Cell-Derived Factor 1
PDGF — fator de crescimento derivado de plaquetas; do inglés, Platelet-Derived Growth Fator
TNF o — Fator de Necrose Tumoral a; do inglés, Tumor necrosis factor a

RA — Reproducdo Assistida

IST — Infeccdo Sexualmente Transmissivel

EOC — Estimulagio Ovariana Controlada

I1U — Inseminacdo Intrauterina

FIV — Fertilizagdo in vitro

ICSI — Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoéide; do inglés, Intracytoplasmic Sperm

Injection

GnRH — Horménio Liberador de Gonadotrofina; do inglés, Gonadotropin-Releasing Hormone
hCG — Gonadotrofina Coridnica Humana, do inglés, Human Chorionic Gonadotropin

SHO — Sindrome de Hiperestimulacdo Ovariana

CC — Citrato de Clomifeno
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3. RESUMO

Introducdo: Muitos casais inférteis buscam ajuda na reproducéo assistida para realizar o desejo
de uma gestacdo. Diversas técnicas podem ser utilizadas, devendo ser escolhida de acordo com
a causa da infertilidade e das caracteristicas e condi¢des clinicas da mulher. A estimulacéo
ovariana controlada consiste na administracdo de hormdnios e/ou farmacos capazes de induzir
a maturacéo de diversos foliculos. Muito utilizado, o citrato de clomifeno é um agonista parcial,
que se liga aos receptores estrogénicos no hipotalamo, resultando em maturacdo dos foliculos
e ovulacdo. Objetivo: O objetivo deste trabalho é padronizar a técnica de isolamento e
caracterizagdo de células-tronco endometriais. Além disso, observar os efeitos do tratamento
com citrato de clomifeno na capacidade de migracdo e viabilidade das células em cultura.
Metodologia: As células foram isoladas e mantidas em cultura até atingirem confluéncia de
80-90%. Foram realizados ensaios de caracterizacdo das células-tronco, como diferenciagdo em
outros tipos celulares, ensaio de clonogenicidade e citometria de fluxo. Ap6s o tratamento com
6 diferentes concentracdes de citrato de clomifeno por 24 horas, foi avaliada a capacidade de
migracdo e a viabilidade das células. Resultados: Foi possivel padronizar a extracao e cultivo
das eMSC, além de confirmar a capacidade de diferenciacdo das células em adipdcitos,
condrdcitos e ostedcitos. As celulas em cultura mantiveram sua capacidade de formar col6nia
e apresentaram os marcadores de superficie especificos de células-tronco mesenquimais (CD73,
CD90 e CD105) e negativos para os marcadores de células dendriticas (CD11b) e de células-
tronco hematopoiéticas (CD45). Apos o tratamento com 5nM, 25nM, 50nM, 250nM, 500nM e
1000nM de citrato de clomifeno as células mantiveram sua capacidade de proliferacdo e
migracdo e quando receberam o tratamento com 5nM, 25nM, 50nM, 250nM, 500nM
apresentaram maior viabilidade quando comparadas com o grupo controle e o grupo que
recebeu o tratamento com 1000nM de citrato. Conclusdo: E possivel extrair e manter em
cultivo células-tronco mesenquimais do tecido endometrial. Apesar dos resultados favoraveis
em relacdo a vibilidade e capacidade de migracéo sdo necessarios mais estudos para verificar o

efeito do citrato em cultura celular.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, células-tronco endometriais, citrato de

clomifeno, viabilidade celular, migracéo celular, caracterizacéo de células-tronco
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4. ABSTRACT

Introduction: Many infertile couples seek help in assisted reproduction to fulfill their desire
for a pregnancy. Several techniques can be used, and should be chosen according to the cause
of infertility and the characteristics and clinical conditions of the woman. Controlled ovarian
stimulation consists of the administration of hormones and/or drugs capable of inducing the
maturation of several follicles. Widely used, clomiphene citrate is a partial agonist, which binds
to estrogen receptors in the hypothalamus, resulting in follicle maturation and ovulation.
Objective: The objective of this work is to standardize the technique of isolation and
characterization of endometrial stem cells. In addition, to observe the effects of clomiphene
citrate treatment on the migration capacity and viability of cells in culture. Methodology: Cells
were isolated and maintained in culture until reaching 80-90% confluence. Stem cell
characterization assays were performed, such as differentiation into other cell types,
clonogenicity assay and flow cytometry. After treatment with 6 different concentrations of
clomiphene citrate for 24 hours, the migration capacity and cell viability were evaluated.
Results: It was possible to standardize the extraction and cultivation of eMSCs, in addition to
confirming the ability of cells to differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteocytes.
Cells in culture maintained their ability to form colonies and showed surface markers specific
for mesenchymal stem cells (CD73, CD90 and CD105) and negative for markers for dendritic
cells (CD11b) and hematopoietic stem cells (CD45). After treatment with 5nM, 25nM, 50nM,
250nM, 500nM and 1000nM of clomiphene citrate the cells maintained their ability to
proliferate and migrate and when they received treatment with 5nM, 25nM, 50nM, 250nM,
500nM they showed greater viability when compared to the control group and the group that
received the treatment with 1000nM of citrate. Conclusion: It is possible to extract and
maintain in culture mesenchymal stem cells from endometrial tissue. Despite the favorable
results regarding viability and migration capacity, further studies are needed to verify the effect

of citrate in cell culture.

Keywords: mesenchymal stem cells, endometrial stem cells, clomiphene citrate, cell viability,

cell migration, stem cell characterization
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5. INTRODUCAO

Infertilidade é definida como a incapacidade de gerar uma gestacdo ap0s 12 meses ou mais
de relacOes sexuais frequentes e sem a utilizacdo de métodos de prevencdo (OMS, 2004). As
causas da infertilidade sdo inimeras: fatores masculinos (BLICKENSTORFER et al., 2018;
SCHUPPE; KOHN, 2018), fatores psicoldgicos (FARINATI; RIGONI; MULLER, 2006),
idade da mulher (FARQUHAR et al., 2019), sobrepeso feminino (GASKINS, 2018), disfungdes
ovulatorias, anormalidades uterinas, obstrucdo tubaria, fatores peritoneais e cervicais
(LINDSAY, 2015). As novas tecnologias na area da Reproducdo Assistida (RA) tém
possibilitado diversas alternativas terapéuticas para a infertilidade, aumentando as chances de
gravidez. A estimulacdo ovariana controlada (EOC) € utilizada em algumas dessas técnicas,
como por exemplo, na inseminacdo intrauterina (11U) (SOYSAL; OZMEN, 2018), na injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) e na fertilizacdo in vitro (FIV) (COSKUN et al.,
2018; RODRIGUEZ; CARLOS, 2009).

A EOC consiste na administracdo de horménios ou farmacos capazes de induzir o
amadurecimento de um maior ndmero de foliculos possivel (KUSHNIR et al., 2018; LEW,
2018). O Citrato de Clomifeno (CC) é uma droga capaz de induzir a ovulagdo e é muito utilizado
nas técnicas de 11U e FIV (DANHOF et al., 2017; DELBOS et al., 2018; FERRARETTI et al.,
2015), em pacientes com endometriose (LEUNG; DAHAN, 2016), em casos de infertilidade
sem causa definida (COSKUN et al., 2018), em casos de sindrome de ovarios policisticos, e
também em casos de infertilidade por fatores masculinos (COOLEY et al., 2012).

Apesar de muito utilizado, estudos in vivo demonstram que a inducdo da ovulagdo com o
CC retarda o amadurecimento do endométrio (ALMEIDA et al., 2011; CAETANO et al., 2005;
MEHDINEJADIANI et al., 2018; PEERAER et al., 2015), prejudicando a implantacdo do
embrido no ciclo em que o farmaco foi utilizado. Por outro lado, existem poucos estudos in
vitro acerca de como o CC atua nas culturas celulares. Quando adicionado CC em cultura de
células tumorais mamarias (HCC1937, receptores de estrogénio negativa e com mutagdo no
gene BRCA 1), observou-se uma reducdo significativa (p<0,05) na proliferacdo celular
(COOLEY etal., 2012) porém, em células MCF-7 e LY2 (linhagens de célula tumoral mamaria)
foi observado um pequeno aumento na proliferagcdo dessas células (HAN et al., 2002). Esses

dados demonstram a importancia de uma maior compreensdo do mecanismo de ac¢do do citrato
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de clomifeno a nivel celular e, com base nos dados gerados, buscar maneiras de otimizar a

utilizacdo do farmaco, trazendo melhores resultados para as pacientes.
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6. REVISAO DA LITERATURA
6.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Foi realizada uma busca eletronica de artigos durante os meses de mar¢o a julho/2021
e novembro/2021 a fevereiro/2022, indexados em 02 (duas) bases de dados: PubMed e Scielo.
Utilizaram se os seguintes descritores: 1) stem cells 2) endometrial stem cells 3) infertility 4)

assisted reproductive technology 5) citrate clomiphene.

Ao concluir a busca, os artigos foram selecionados a partir da leitura prévia de seus
resumos. Aqueles que ndo contemplavam o proposito do estudo foram excluidos. Foram
selecionadas as publica¢bes que iam ao encontro dos objetivos propostos pelo estudo. Deu-se
preferéncia para artigos publicados nos ultimos 15 anos, assim como livros em meio fisico e
virtual com o objetivo de sustentar a questdo de pesquisa. No total, foram utilizadas 79
publicaces, entre artigos (74), teses (3) e dissertacdes (2). Também foram utilizados os sites
oficiais da Sociedade Brasileira de Reproducao Assistida (SBRA), da Sociedade Europeia de
Reproducdo Humana e Embriologia (ESHRE), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da
Associacdo Brasileira de Terapia Celular e Génica (ABT Cel-Gen).

Descritor PubMed SciELO Total de artigos utilizados
stem cells 178.644 701 23
endometrial stem cells 643 2 10
infertility 25.274 839 14
assisted reproductive technology 13.712 79 12
citrate clomiphene 677 21 15




6.2 Mapa conceitual
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Muitos casais diagnosticados com infertilidade buscam na reproducdo assistida a
oportunidade de gerar filhos. Ao longo dos anos as técnicas de RA foram aprimoradas e o
numero de nascimentos é cada vez maior. Algumas dessas técnicas necessitam da utilizacao de
farmacos para a estimulacdo ovariana controlada. Apesar de muito utilizado, estudos
demonstram que o citrato de clomifeno possui efeitos deletérios no endomeétrio e na producéo
de muco, impossibilitando a implantagdo do embrido no mesmo ciclo da estimulagdo. Por outro
lado, estudos in vitro demonstram que o citrato atua de formas diferentes em culturas celulares,
dependendo da dose utilizada e do tipo celular. E de grande importancia compreender como o
citrato atua nas células-tronco endometrias para que possamos trazer beneficios as pacientes

que utilizam o farmaco.

6.3 Células-tronco

Células-tronco (SC, do inglés stem cells) sdo células indiferenciadas que possuem
capacidade de multiplicacdo mantendo seu estado indiferenciado ou podem ser capazes de se
diferenciar em diferentes tipos celulares (WANG et al.,, 2019; YANG et al., 2018;
ZAKRZEWSKI et al., 2019).

Figura 1 — Potencial das células-tronco. As células-tronco possuem a caracteristica de divisdo assimétrica,

podendo originar células indiferenciadas e células com capacidade de diferenciagdo em diversos tipos celulares.

Pool de Células-Tronco

’ Divisao Assimétrica
Célula

Células-Tronco | _ Restrita

Células
Diferenciadas

Fonte: ZAGO; COVAS, 2006.

As SC sdo classificadas de acordo com a sua origem de obtengdo: (a) células-tronco
embrionarias, que sdo isoladas de estagios iniciais do desenvolvimento embrionario
(YAMANAKA, 2020) ou (b) células-tronco adultas, obtidas a partir de tecidos adultos(CIRNE-
LIMA, 2007). Também podem ser classificadas de acordo com seu potencial de diferenciagdo
(CIRNE-LIMA, 2007; DESIDERIO, 2017; LANCE, 2013; YAMANAKA, 2020), podendo ser:
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(@) Células-tronco totipotentes, que originam todos os tipos de células, inclusive tecidos
embrionarios e extraembrionarios. Essa caracteristica é exclusiva de células extraidas
do zigoto e do embrido até o estagio de morula (DESIDERIO, 2017; LANCE, 2013;
ZAKRZEWISK et al., 2019);

Figura 2 — Caracteristica das células-tronco totipotentes. As células-tronco totipotentes podem ser obtidas do

zigoto ou do embrido até o estagio de moérula e sdo capazes de originar tecidos embrionarios e extraembrionarios.

S

£ i\ /- \\y/A\ R

C )=Q0 &

- v DY gy ”
¥

Pree (I ?\
-3

Morula

Zigoto

Fonte: AGNES, 2014.

(b) Células-tronco pluripotentes, que sdo encontradas no embrido, no estagio de blastocisto,
e possuem a capacidade de gerar células dos trés folhetos embrionarios (endoderma,
mesoderma e ectoderma), podendo originar todos os tipos de tecido, exceto 0s
extraembrionarios, como por exemplo a placenta (CIRNE-LIMA, 2007; COUSINS et
al., 2021; DESIDERIO, 2017; LANCE, 2013; ZAKRZEWISK et al., 2019);
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Figura 3 - Caracteristica das células-tronco pluripotentes. Células-tronco pluripotentes sdo originadas da

massa celular interna do blastocisto e possuem a capacidade de originar quase todos os tipos celulares, exceto 0s

extraembrionarios.

Blastocisto

/ Células em Massa Celular Interna
cultura Y

. Hemdceas
Neurdnios >
Células Musculares

Fonte: BELAN, 2014.

(c) Células-tronco multipotentes, que sdao capazes de originar varios tipos de células, sdo
encontradas em todo o corpo, sendo a medula 6ssea, o corddo umbilical e o tecido
adiposo alguns exemplos de fontes de extracdo dessas células (CIRNE-LIMA, 2007,
DESIDERIO, 2017; LANCE, 2013; ZAKRZEWISK et al., 2019).
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Figura 4 - Caracteristica das células-tronco multipotentes. Células-tronco multipotentes podem ser extraidas

de diversas fontes (tecido adiposo, medula 6ssea polpa dentaria e etc.), e sdo capazes de originar diversos tipos

celulares, que formam diferentes tecidos.

Y f‘;':; 2 »

Celulas nervosasy. \@_4

Celulas cardiacas

“-’\/

Celulas musculares

Células-tronco .
‘:elulas mtestmag
Células hepatlcas ’ a&

Fonte: adaptado de SORDELLLI, 2017.

6.4 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSC, do inglés mesenchymal stem cells) foram
descritas pela primeira vez por Friedenstein et al. em 1966 (AFANASYEV; ELSTNER;
ZANDER, 2009) e sdo células multipotentes que se destacam devido a sua aderéncia seletiva
(BYDLOWSKI et al., 2009; MUSHAHARY et al., 2018;(WEISS; DAHLKE, 2019) e a sua
alta plasticidade, podendo se diferenciar em diversos tipos celulares, como osteoblastos,
condrdcitos, adipdcitos, neurdnios, células epiteliais e outras, dependo das condicGes de cultivo
(ALVES et al., 2017; BLAU et al., 2001; CHEN; HE; LU, 2018; FU et al., 2019; MAZINI et
al., 2019; MIANA; GONZALEZ, 2018).

Podemos isolar células-tronco mesenquimais de diversas fontes (LIN et al., 2019), em
maior ou menor quantidade, como por exemplo: medula éssea (MORRISON; SCADDEN,
2014), pele, sangue periférico, figado, pancreas, vasos sanguineos, pulmao, liquido amnidtico
(BOBIS; JAROCHA; MAIJKA, 2006), sangue do corddo umbilical (DING et al., 2015;
URANIO et al., 2011). As MSC possuem a capacidade de se expandir diversas vezes em
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cultura, mantendo seu potencial de crescimento e pluripotencialidade (BYDLOWSKI et al.,
2009); porém, conforme o aumento do tempo de cultivo, pode-se observar a diminuicdo da

proliferacdo das células-tronco mesenquimais.

Segundo a International Society for Cellular Therapy, as MSC devem expressar 0S
marcadores CD73, CD90 e CD105 (GOMEZ et al., 2020), e ndo devem expressar CD34
(marcador de células-tronco hematopoiética) (SEITA; WEISSMAN, 2010; YU; SCADDEN,
2016), CD11b, CD14, CD19 ou CD79 (marcadores de célula imune) (COSTA et al., 2020;
KORKOLOPOULOQU et al., 1994) e HLA classe 1l em mais de 95% das células em cultura
(BYDLOWSKI et al., 2009; VIDOR, 2015).

Muitos sinais quimicos e bioldgicos sdo responsaveis pela inducéo da diferenciacéo in
vitro das células-tronco mesenquimais. O TGF-B (do inglés Transforming Growth Factor beta)
é o principal fator indutor da diferenciacdo de MSC em condrdcitos (XU, 2020); varias vias de
sinalizacdo intracelular sdo ativadas e induzem fatores de transcricdo (SOX9, SOX5 e SOX6)
que levam a producdo de proteinas de matriz celular, incluindo coladgeno do tipo Il, importante
na formagdo de cartilagem (BYDLOWSKI et al., 2009; NARDI, 2010). Meio suplementado
com [B-glicerolfosfato pode induzir a diferenciacdo osteogénica. Dexametasona, insulina e
indometacina estimulam, por sua vez, o potencial de diferenciacdo adipogénico (NARDI,
2010).

Quando expostas a outros tipos celulares ou a condi¢cdes que mimetizam ambientes de
tecidos que sofreram lesdes, as MSC sdo capazes de responder e modular suas funcdes.
Demonstram quimiotaxia in vitro pelo fator derivado de estroma (SDF1), PDGF (platelet-
derived growth fator), insulin-like growth fator-1, interleucina-8 e fator de necrose tumoral o
(TNFa) (VIDOR, 2015). Os mecanismos terapéuticos das MSC ainda estdo sendo estudados,
mas observa-se alguns principais mecanismos (YAO et al., 2020): a migracdo celular, que
consiste no deslocamento das MSCs migrarem para a regido lesionada (LIESVELD;
SHARMA; ALJITAWI, 2020); a sinalizacdo autdcrina/paracrina e a imunorregulacao, onde as
MSCs secretam uma série de fatores de crescimento, citocinas e enzimas, que desempenham
papel importante para a migracao celular e regulagdo imunolégica (LING et al., 2019). Esses
fatores podem desencadear mecanismos intracelulares ou atuam diretamente promovendo a

secrecdo de moléculas bioativas nas células vizinhas, que podem atenuar o dano, inibir a
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apoptose e fibrose e podem promover também a angiogénese e modular as respostas imunes
(TAKEHARA et al., 2013).

6.5 Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido endometrial

O endométrio é a camada mucosa que reveste a parede interna do Gtero. E um tecido
altamente vascularizado e com um grande nimero de glandulas especializadas, além de células
musculares lisas, células endoteliais e leucocitos (COUSINS et al., 2021). Pode ser divido em
duas camadas: a camada funcional (superficial) e a camada basal. E na camada superficial que
estdo presentes o epitélio superficial e a porcdo mais superior das glandulas endométrio. E
constituido por um tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado (SASSO et al., 2017).
Durante o ciclo menstrual a camada externa funcional é eliminada e, paralelamente, as células
da superficie do tecido j& iniciam sua fase proliferativa (MONTENEGRO, 2018) para
reepitelizacdo. Ja a camada basal, localiza-se ao lado do miométrio, parte intermediaria do
utero, e abaixo da camada funcional. Nessa camada encontram-se a regido basal das glandulas
endometriais e um estroma denso. Ndo sofre descamacdo e serve como compartimento

proliferativo para restauracao do tecido (SASSO et al., 2017).

Figura 5: Ciclo do endométrio. O endométrio é um tecido de remodelagcdo dindmica e sofre ciclos de
regeneracdo, diferenciacdo e descamacdo. Na fase proliferativa, que ocorre logo apds a menstruacgao, o estrogénio
estimula a proliferacéo de células da camada funcional. J& na fase secretora, a progesterona e o estrogénio preparam
0 endométrio tornando um ambiente favoravel a uma possivel nidacdo do embrido. E é na fase menstrual que

ocorre a descamacdo do tecido devido a reducdo dos niveis séricos hormonais.
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Fonte: SASSO et al., 2017.
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Desde o século 20 observa-se a possibilidade do tecido endometrial humano possuir
células-tronco, mas somente em 2004 publicou-se a primeira evidéncia da existéncia dessas
células (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004). Chan et al. Descreveu pela primeira vez a
clonogenicidade do epitélio, ou seja, a capacidade de formacdo de coldnias em células
plaqueadas em concentragdes pequenas (BOZORGMEHR et al., 2020; CHAN; SCHWAB;
GARGETT, 2004), importante caracteristica para identificacdo de células-tronco. As células-
tronco mesenquimais do endométrio (eMSC) sdo células multipotentes que podem ser
facilmente isoladas a partir do tecido endometrial, sendo obtidas de forma nédo invasiva e sem
necessidade de anestesia, através de uma bidpsia simples (CHAN; SCHWAB; GARGETT,
2004; GARGETT; SCHWAB; DEANE, 2016; SASSO et al., 2017; YANG et al., 2018) ou
entdo isoladas a partir de histerectomia, sangue menstrual e também da decidua no primeiro
trimestre de gestacdo (SASSO et al., 2017).

Uma anélise fenotipica mostrou que as células-tronco isoladas do fluxo menstrual
apresentaram marcacoes diferentes das células derivadas da medula 0ssea, expressando tanto
os marcadores de células hematopoiéticas (CD34, CD35, CD38, CD45 ou HLA-DR) como
marcadores de células tronco-mesenquimais (CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105) (LING et
al., 2019; RUNGSIWIWUT; VIRUTAMASEN; PRUKSANANONDA, 2020; WASILEWSKI
et al., 2020). Também apresentou marcacgdo para Oct-4, SSEA-4, Nanog e CD117, explicando

sua alta capacidade proliferativa e plasticidade celular (DING et al., 2015).

N&o se sabe ao certo a origem das eMSC. Varias teorias sobre sua origem tém sido
propostas, como a derivacdo de células-tronco fetais residuais e o recrutamento de células-
tronco perivasculares ou da medula 6ssea (CHAN; SCHWAB; GARGETT, 2004; (TEMPEST;
MACLEAN; HAPANGAMA, 2018). Apesar disso, as eMSC tém sido alvo de diversos estudos
devido suas propriedades antinflamatdrias e imunossupressoras, e a sua potencial utilizagdo na
terapia regenerativa, promovendo angiogénese e prevenindo fibrose (TEMPEST; MACLEAN;
HAPANGAMA, 2018; YANG et al., 2018).

6.6 Infertilidade

A infertilidade é definida pela incapacidade de engravidar apds 12 meses de relages
sexuais regulares e sem a utilizacdo de métodos contraceptivos (LINDSAY; VITRIKAS, 2015;
OMS, 2021; SBRA, 2019) e estima-se que afeta cerca de 8 a 12% dos casais em idade

reprodutiva, podendo chegar a 30% em algumas regides do mundo, como na Europa Central e
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oriental, na Asia Central e do Sul e na Africa Subsaariana (WASILEWSKI et al., 2020). A
infertilidade € um problema sério do ponto de vista psicoldgico, uma vez que estd associada
com o aumento do nivel de estresse e diminui¢do do humor, além da diminuicdo da autoestima
e sensagdo de inseguranga (MALINA; BLASZKIEWICZ; OWCZARZ, 2016), causando um
impacto negativo na satisfacdo da relacdo entre os parceiros.

Existem diversos fatores associados a infertilidade, sendo cerca de 25 a 39% por fatores
masculinos, de 33 a 41% por fatores femininos e de 9 a 39% dos casos fatores mistos, ou seja,
uma combinagdo de fatores masculinos e femininos (LINDSAY; VITRIKAS, 2015; TANBO;
FEDORCSAK, 2017). Dentre os fatores masculinos podemos citar a varicocele, infeccdes
sexualmente transmissiveis (ISTs), a exposicao a toxinas, variacbes anatdmicas que podem
impedir o fluxo natural dos espermatozoides, disfuncdes hormonais e anormalidades
cromossdmicas(SHARMA; SAXENA,; SINGH, 2018; STARC et al., 2019). Ja as causas
etioldgicas da infertilidade feminina podem ser disfun¢bes ovulatérias (sindrome do ovério
policistico), disfuncdes hipotalamicas, insuficiéncia ovariana, endometriose, obstrucéo tubaria,
infeccbes virais e ISTs e o histérico menstrual (ESTEVES et al., 2019; TANBO;
FEDORCSAK, 2017). Adicionalmente ainda existem diversos fatores de risco que podem
contribuir com a infertilidade, dentre elas estdo o fumo, o uso de &lcool, a obesidade e a idade

paterna e materna.

6.7 Reproducdo Assistida

A historia da reproducéo assistida teve seus primeiros registros em 1890, quando Walter
Heape, professor da Universidade de Cambrige (Reino Unido), relatou o transplante de
embrides em coelhos (KAMEL, 2013; SHARMA; SAXENA; SINGH, 2018). Em 1934,
Gregorio Pincus, implantou um embrido em desenvolvimento em uma coelha, mas somente em
1959, Min Chueh Chang, obteve evidéncias de sucesso da técnica de fertilizacao in vitro (FIV)
ao conseguir coelhos nascidos vivos a partir de odcitos e espermatozoides de coelhos de
pelagem preta (KAMEL, 2013).

A primeira gravidez humana por FIV foi relatada em 1973, em Melbourne (Australia),
mas infelizmente resultou em morte embrionaria precoce (SOUZA; ALVES, 2016). Em 1977,
0s pesquisadores e especialistas em reproducdo humana, Robert Goeffrey Edwards e Patrick
Steptoe, fertilizaram um odcito e implantaram o embrido no utero de sua paciente. Em 25 de
julho de 1978, Louise Brown nasceu pesando cerca de 2500 gramas (SHARMA; SAXENA;
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SINGH, 2018). Com o nascimento de Louise 0 mundo comemaorou o inicio de uma nova era na
RA.

Em 2012 o Comité Internacional de Monitoramento de Tecnologias de Reproducao
Assistida (DE MOUZON et al., 2020) revelou que cerca de 1,5 milhdes de procedimentos de
RA sdo realizados em todo 0 mundo, e, segundo dados divulgados em 2018, no 34° Congresso
da Sociedade Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia, desde 1978, cerca de 8 milhdes
criancas j& vieram ao mundo com o auxilio da RA, sendo a ICSI e a FIV as técnicas mais

utilizadas como método de fertilizagao.

As técnicas de RA englobam uma variedade de tratamentos clinicos e procedimentos
laboratoriais com a intencdo de estabelecer uma gestacdo (MONTENEGRO, 2018). Dentre 0s

procedimentos, podemos incluir:
(@) Inseminacao Intrauterina (11U)

Um dos métodos mais utilizados por ser uma técnica de baixa complexidade e menos
invasiva. Ocorre o processamento dos espermatozoides em laboratorio e logo apos,
ocorre a introducdo do material no Utero da paciente durante a fase de ovulacdo
(SOUZA; ALVES, 2016).

Figura 6: Técnica de Inseminagao Intrauterina.
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Fonte: https://redrockfertility.com/intrauterine-insemination-iui/ // acesso em 20/02/2022 as 15h51.
(a) Fertilizag&o in vitro (FIV)

Considerada a técnica mais complexa da RA e pode ser utilizada para tratar a
infertilidade decorrente de oligospermia, anticorpos espermaticos, disfungfes tubarias
ou endometriose e também em casos de infertilidade inexplicada (JOHNSON, 2019;
SOUZA; ALVES, 2016). Inicialmente realiza-se a EO com CC e/ou gonadotrofinas
para aumentar o numero de oo0citos disponiveis para a fertilizacdo (ESKEW;
JUNGHEIM, 2017). O controle do desenvolvimento folicular é acompanhado através
de ultrassom. Logo ap6s a puncdo do foliculo, € realizada a fertilizacdo do oécito com
0 espermatozoéide e os embrides sdo cultivados em ambiente controlado até 0 momento
da transferéncia. O numero de embrides a serem transferidos € determinado pela idade
da mulher e pela probabilidade de resposta a FIV (JOHNSON, 2019). Pode-se optar
pelo congelamento dos embrides que ndo forem transferidos.

Figura 7: Técnica de Fertilizag&o in vitro.

Fonte: https://www.vivita.com.br/tratamentos/icsi // acesso em 19/01/2022 as 13h19.
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(c) Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Os o0citos sdo obtidos como na FIV, porém um Unico espermatozoide é injetado em
cada odcito. O embrido é entdo cultivado em ambiente controlado até 0 momento da
transferéncia. Essa técnica pode representar maior risco de problemas de nascimento,
pois o proprio procedimento pode danificar o espermatozoide, o dvulo ou o embrido
(SOUZA; ALVES, 2016).

Figura 8: Técnica de Injecao Intracitoplasmatica de Espermatozéide (ICSI).

Fonte: https://materprime.com.br/o-que-e-icsi/ // acesso em 19/01/2022 as 13h14.

6.8 Estimulacdo Ovariana Controlada

Uma etapa importante nas técnicas de RA é a estimulacdo ovariana controlada (EOC).
A EOC normalmente ocorre através da administracdo de gonadotrofinas exdgenas (JOHNSON,
2019; TANBO et al.,, 2018). Um agonista ou antagonista do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) ¢é utilizado para impedir que ocorra a ovulagdo antes do
amadurecimento dos odcitos. Em seguida, é administrado doses de gonadotrofina coribnica
humana (hCG) para estimular a ovulacdo ou, em casos de alto risco de sindrome de
hiperestimulagdo ovariana (SHO), utiliza-se agonistas de GnRH (DIAMOND et al., 2015).
Entretanto, esse tipo de estimulacdo apresenta alto custo e requer o uso de injecdes diérias,
contribuindo para tornar o tratamento incobmodo e inacessivel a muitos pacientes. Desde o final

do século 20 estuda-se novos protocolos de EOC que sejam seguros e mais acessiveis.


https://materprime.com.br/o-que-e-icsi/
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6.9 Citrato de Clomifeno

O citrato de clomifeno (CC) é utilizado como tratamento para mulheres com ovulagéo
irregular devido a disfuncdo hipotalamo-hipofisaria associada a niveis basais normais de
estradiol endogeno, grupo Il OMS (FEH; WADHWA, 2021; TANBO; FEDORCSAK, 2017).
E um agente n&o esteroide, com propriedades estrogénicas e antiestrogénicas, que pode induzir
a ovulacdo. Age competindo com o estrogénio enddgeno nos receptores estrogénicos
hipotalamicos, aumentando a producdo de gonadotrofinas pituitarias, produzindo aumento na
secrecdo de FSH, que por sua vez, estimula o crescimento dos foliculos ovarianos (FEH;
WADHWA, 2021; HUGHES et al., 2010; YILMAZ et al., 2018). Assim, quando o foliculo
cresce, hd também o aumento do LH, o que resulta em estimulacdo ovariana, com consequente

maturacdo do foliculo ovariano e desenvolvimento do corpo luteo (MEDLEY SANOFI, 2016).

As vantagens de utilizar o CC séo o baixo custo e a via de administragédo (via oral)
(FIEDLER; LUDWIG, 2003). Porém devido a sua acao antiestrogénica, pode ser prejudicial ao
endométrio e ao muco cervical, causando a diminuicdo da proliferacdo endometrial e retardo
do crescimento glandular (CETIN; SIBLINI; AL-HENDY, 2021), além de desenvolver menos
foliculos, quando comparado as gonadotrofinas injetdveis (BECHTEJEW et al., 2017,
DIAMOND et al., 2015). Como o estimulo é maior que o usual, a EOC com a utilizacdo de CC
aumenta o risco de gestacdo multipla e pode levar a sindrome de hiperestimulacdo ovariana
(FEH; WADHWA, 2021; FIEDLER; LUDWIG, 2003; YILMAZ et al., 2018).
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7. JUSTIFICATIVA

As células-tronco endometriais sdo células imunoprivilegiadas de facil obtencdo e podem
ser utilizadas para tratamento de doencas na medicina reprodutiva e na medicina regenerativa.
Observar a resposta in vitro apos o tratamento com o citrato de clomifeno, favorecerd a
compreensdo de como o farmaco atua no tecido endometrial, trazendo beneficios para as
mulheres submetidas a inducdo da ovulacdo, podendo favorecer a implantacdo embrionaria e a

gestacéo.
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8. HIPOTESES
8.1 Hipdtese Alternativa

A utilizacdo de Citrato de Clomifeno em cultura de células-tronco endometriais altera a

atividade celular prejudicando as células.

8.2 Hipdtese Nula

A utilizacdo de Citrato de Clomifeno em cultura de células-tronco endometriais nao altera

a atividade celular e ndo é prejudicial as células.
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9. OBJETIVOS
9.1 Objetivo principal

Padronizar a extracdo, o cultivo e a caracterizacdo das células-tronco endometriais e
investigar os efeitos do Citrato de Clomifeno na capacidade de migracdo e viabilidade das

células.

9.2 Objetivos secundarios
I.  Padronizar a técnica de isolamento de células-tronco do tecido endometrial;
Il.  Caracterizar as células-tronco extraidas com marcadores especificos para células-tronco
mesenguimais derivadas de tecido endometrial através da citometria de fluxo;
I1l.  Confirmar caracteristicas de células-tronco pela capacidade de diferenciacédo celular em
adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos;
IV.  Testar a clonogenicidade das células-tronco através do teste de formacéo de colénias;
V.  Testar os efeitos do Citrato de Clomifeno em diferentes concentracdes na capacidade de
migracdo das células em cultura;
VI.  Testar os efeitos do Citrato de Clomifeno em diferentes concentragdes na viabilidade

das células-tronco endometriais em cultura.
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12. CONSIDERACOES FINAIS

A reproducdo assistida vem auxiliando cada vez mais na construcdo familiar. E
importante desvincular a RA da infertilidade, ou seja, as técnicas ndo sdo utilizadas somente
para estes casos, mas sim para uma infinidade de perfis, possibilitando a concretizagéo do

desejo maternal/paternal.

A estimulacéo ovariana controlada € uma etapa fundamental nos tratamentos de RA e
vem sendo aprimorada ao longo dos anos. Um dos farmacos mais utilizados, o citrato de
clomifeno, apesar de suas grandes vantagens, como o baixo custo e 0 amadurecimento de um
nimero menor de odcitos, dificulta a implantacdo embrionaria no ciclo na qual a mulher realiza
a EOC. Inimeros estudos in vivo demonstram o efeito deletério do citrato no tecido endometrial,
atrasando o amadurecimento do endomeétrio e prejudicando a secre¢do de muco, fazendo com

que as taxas de implantacdo do embrido no mesmo ciclo onde houve estimulacgdo sejam baixas.

Tendo em vista a vantagem econdmica e técnica do CC é importante aprofundar a
compreensdo acerca da a¢do do farmaco a nivel celular visando a otimizagdo do uso do citrato,

tornando o processo de implantacdo mais efetivo e menos frustrante para as pacientes.
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13. PERSPECTIVAS

Apesar dos poucos resultados de estudos in vitro, observamos que a a¢do do farmaco
varia de acordo com a dose utilizada e o tipo de cultura celular. Em busca de resultados mais
robustos e dando sequéncia ao projeto de pesquisa original, nosso grupo ainda fard algumas

analises:

e Diferenciacdo das eMSC em células da decidua antes e ap0s o tratamento com
o citrato de clomifeno;

e Diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrdcitos ap6s o tratamento com o
citrato de clomifeno;

e Auvaliacdo da proliferacdo celular antes e ap06s o tratamento com o citrato de
clomifeno;

e Andlise da morfologia celular antes e apds o tratamento com citrato de

clomifeno;
e Realizar nova curva de dose para verificar a diferenca entre as concentracdes.
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14. ANEXOS
14.1 ANEXO |

Parecer n° 3.341.728, de 22 de maio de 2019, emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
— HCPA/UFRGS.

UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE “§ Qgravay orme
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos na diferenciacdo, migragio, proliferagdo e ciclo celular de células-tronco
endometriais apds tratamento com Citrato de Clomifeno

Pesquisador: PAULA BARROS TERRACIANO

Area Tematica: Reprodugio Humana (pesquisas gue se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriag@o e fatores que afetam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesguisas serdo considerados "participantes da pesquisa” todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Reprodugdo Humana que ndo necessita de analise ética por parte da CONER;);

Versdo: 3

CAAE: 10971019.6.0000.5327

Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 3.341.728

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 22 de Maio de 2019

Assinado por:

Marcia Mocellin Raymundo
(Coordenador(a))



14.2 ANEXO I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE COMSENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDO
h* o peojuie GPPO: 190180 & CAAE: 1087048 0000 5327

Titule do Projeto: “Efeifos na diferenciapso, migragso, profiferapdo e cidle celular de
celulzs-fronco endomedrials apos tradamenio com Citrato de Clomifenc™

Vood esta sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo & entender os
mecanismos envolvidos na atvidade cefular de celulas-tronco sob efeite do farmaco
Citrato de Clomifeno. Vioce esta sendo convidada porgue ja aceitou participar de outro
projeto que envolve biopsia endometrial (o Projeto “Viablizagio do protocolo de extragao,
cultura e caracterizacdo de células-fronco endometnais humanas™) Esta pesquisa est3
sendo realizada pelo Laboratério de Embriologia e Diferenciag3o Celular do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre [HCOPA)L

Se voce aceitar parfcipar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua
participagio s3o 05 seguintes: autorizar a utilizacdo do material ja coletada para outra
pesquisa.

) (mico risco possivel seria quebra de confidencialidade dos seus dados, no entanto,
esse risco sera iotalments minmizado, pois 05 pesquisadores ter3o contado soments
com a5 c2lulas ja isoladas.

A participagio na pesquisa nao lhe trara beneficios diretos, porém contribuira pam o
aumento do conhecimento no assunto & podera beneficiar, assim, futuras pacientes.

Sua participagio na pesquisa & totalmente woluntana, ou seja, nao & obrigatona. Caso
voce decida nao parficipar, ou ainda, desistir de parficipar e retirar seu consentimento,
nao havera nenhum prefuizo ao atendimento que vocs recebe ou possa Wir 3 receber na
irstituicSo.

M3 esta previsto nenhum tpo de pagamento pela sua participagio na pesquisa &
vocE nao tera nenhum custe com respeto acs procedimentos envolvidos.

Caso ocoma aguma intercoméncia ou dano resultante de sua partidpacdo na
pesquisa, wioe recebers todo o atendiments necessano, sem nenhum custo pessoal.

s dados coketados duante 3 pesquisa  serao  sempre  tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacio dos participantes, ou seja, © seu nome ndo aparecera na publicacao
dos resultados.
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CEP Hosgital de Clinkas de Poric Aleges (WR 0571142015



Caso vocd tenha dividas, podera entrar em contalo com O pesquisador responsavel
Professora Paula Bamos Temmaciano ou com a pesquisadora Debora Hedena Zanini
Gum'd-a'rhnipehtdﬂbne{m]m%.mmnﬁmﬂédeéﬁcﬂEmPesx:,uisa-:Iu
Hospital de Cliricas de Porto Alsgre (HCPA). pelo telefone (51) 33507840, ou no 2°
andar do HCPA, sala 2227, de segunda 3 sexta, das 9h as 17h.

Esse Temmo & assnado em duas vias, sendo wma para o participante & outra para o5
pesquisad s,

Mome do participante da pesquisa

Fome oo pesquIsactor que aphcou o | emmo

Local e Ciata
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