MARIANNA FERREIRA GONCALVES

PAPEL DAS CELULAS MESENQUIMAIS DERIVADAS DO
SANGUE MENSTRUAL NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO EM UM MODELO DE CO-CULTIVO

DISSERTAGAO DE MESTRADO SUBMETIDA A
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
VISANDO A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM
PESQUISA BIOMEDICA (BIOFiSICA)

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de Ciéncias da Saude
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho

2018



Marianna Ferreira Goncgalves

PAPEL DAS CELULAS MESENQUIMAIS DERIVADAS DO
SANGUE MENSTRUAL NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO EM UM MODELO DE CO-CULTIVO

Dissertacao de Mestrado
apresentada ao Programa de
Mestrado Profissional em Formacéao
para Pesquisa Biomédica da
Universidade Federal do Rio de
Janeiro visando a obteng¢ao do grau

de Mestre em Pesquisa Biomédica.

Orientadoras: Regina Coeli dos Santos Goldenberg

Tania Maria Ruffoni Ortiga

Coorientador: Marcel Frajblat

Rio de Janeiro

2018



Gongalves, Marianna Ferreira

Papel das células mesenquimais derivadas do sangue menstrual no desenvolvimento
embrionario em um modelo de co-cultivo. / Marianna Ferreira Gongalves. — Rio de
Janeiro: UFRJ / Centro de Ciéncias da Saude, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Programa de Mestrado Profissional em Formagdo para a Pesquisa Biomédica, 2018.

58 f.:il.; 31 cm.

Orientadoras: Regina Coeli dos Santos Goldenberg e Tania Maria Ruffoni Ortiga.

Coorientador: Marcel Frajblat.

Dissertagdo (mestrado) -- UFRJ, / CCS, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Biologicas (Biofisica), 2018.

Referéncias: f. 41-48.

1. Células Mesenquimais Estromais. 2. Técnicas de cultura embrionaria. 3. Técnicas
de cocultura. 4. Desenvolvimento Embrionario- fisiologia. 5. Técnicas de Reprodugdo
Assistida. 6.Menstruagdo. 7. Bioquimica - tese. I. Goldenberg, Regina Coeli dos Santos. II.
Ortiga, Patricia Fernanda. III. Frajblat, Marcel. IV. UFRJ, CCS, IBCCF, Mestrado
Profissional em Formag&o para a Pesquisa Biomédica. V. Titulo.







“Papel das células mesenquimais derivadas do sangue menstrual no desenvolvimento
embrionario em um modelo de co-cultivo”

MARIANNA FERREIRA GONGALVES

DISSERTACAO DE MESTRADO PROFISSIONAL DE FORMAGAO PARA A PESQUISA BIQMEDICA
SUBMETIDA A UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO VISANDO A OBTENGCAO DO
GRAU DE MESTRE EM FORMAGAO PARA A PESQUISA BIOMEDICA.

APROVADA POR:

Rio de Janeiro, 28 de maio de 2018.
r{é al s d‘r\/ D&VJ‘;LWO’LL /59? /(L/)

DR. R( NALDO DA SILVA MOHANA BORGES (DOUTOR - UFRJY)
(COORDENADOR DO CURSQ DE MESTRADO PROFISSIONAL DE FORMAGAO PARA PESQUISA BIOMEDICA)

/7/110 /(J«ﬁ.({éd )

DRA. REGINA COELI DOS SANTOS GOLDENBERG (DOUTOR - UFRJ) — ORIENTADOR

DRA. TANIA MARIA&M{FONI/ ORTIGA (DOUTOR\_UFRJ) ~ 2° ORIENTADOR

M5~

DR. MARC FRAJBLA}’(DOUTOR UFRJ) - COORIENTADOR

Qodae V.0 Lol b

DR. PEDRO MORENO PIMENTEL COELHO (DOUTOR - UFRJ) -~ REVISOR

16().%\0\ Urobon Roumit Komes

DRA. ISALIRA PEROBA REZENDE RAM@S (DOUTOR - UFRJ)

oz

DRTEONARDG DE SOUZA MENDONGA (DOUTOR - UFF)

Mo e, Bcls t 2 foes
DRA. MARIANA BOECHAT DE ABREU (DOUTOR - UFRJ)




“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos néo é
sendo uma gota de agua no mar. Mas o mar seria

menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Sandra e Wanderlei, por serem fonte constante de amor e
confianga. Cada etapa concluida até aqui so6 foi possivel por vocés acreditarem em
mim e por me incentivarem a construir meus proprios sonhos. Uma vida inteira de

gratidao.

A minha madrinha Olidéa e & minha avé Jorgelina (in memoruim), pelo apoio
incondicional em todas as etapas da minha vida. Bondade e paciéncia fazem parte

do meu carater porque tive vocés como referéncia.

Ao meu cumplice, Philipe, pelo nosso crescimento particular e nossa
habilidade de compartilhar anos como se fossem dias. Nossas diferengas nos unem

e juntos, somos mais fortes.

A minha orientadora, Regina Goldenberg pelos ouvidos atentos e
disponibilidade de escutar uma aluna desconhecida no corredor. Obrigada pela
confianga e liberdade em relacdo aos estudos, mas principalmente pela sua boa-

vontade e disponibilidade em me ensinar.

A minha orientadora Tania Ortiga, pelos conselhos, incentivos e trocas.
Obrigada pela disponibilidade imensa em me ajudar, por acreditar no nosso
proposito e caminhar lado a lado nas dificuldades. Que nossa parceria nao se limite

a esse momento.

As amigas que ganhei no decorrer destes prazerosos anos, Madellon e Lilian.
Compartilhar com vocés essa fase fez dela mais prazerosa, deixando uma saudade
grande dos dias interminaveis que se tornavam leves com boas risadas e

brigadeiros.

Ao meu amigo Fernando, que desde o inicio compartilhou afinidades e
objetivos, e se mostrou mais do que um colega de turma. Sua energia positiva e
nossa vontade de aprender e crescer juntos trilharam caminhos profissionais do qual

hoje sou imensamente grata.

As minhas colegas de laboratério Rosana, Karina, Julia Helena, Livia e

Priscila. Sinto que ainda tinha muito a aprender e a compartilhar com vocés e



agradecgo por toda paciéncia e boa vontade que tiveram em me ajudar em cada
duvida e dificuldade.

Aos meus queridos companheiros de trabalho, Vanessa, Caio, Fernando,
Maria Cecilia e Paula, pela compreensao dos momentos em que parecia impossivel
conciliar as duas rotinas. O incentivo diario de vocés vem em forma de sorrisos e

companheirismo, e torna mais gostoso poder terminar esta etapa ao lado de vocés.

A todas as pessoas que passaram por mim nesta caminhada, proporcionando
meu crescimento pessoal e aprendizado por cada experiéncia compartilhada.



RESUMO

GONCALVES, MARIANNA FERREIRA. Papel das células mesenquimais
derivadas do sangue menstrual no desenvolvimento embrionario em um
modelo de co-cultivo. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica).
Laboratorio de Cardiologia Celular Molecular, Laboratorio de Endocrinologia
Translacional e Laboratorio de Ciéncia Animal. Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

O cultivo embrionario in vitro visa promover condicbes otimizadas para que o
desenvolvimento do embrido ocorra de maneira semelhante as condi¢des
fisiolégicas no utero materno. As ceélulas mesenquimais provenientes do sangue
menstrual (CeSaM) possuem caracteristicas de auto-renovagéo e grande potencial
proliferativo, podendo ser um excelente modelo celular de camada alimentadora em
um sistema de co-cultivo. O objetivo do nosso estudo foi avaliar se o co-cultivo de
embrides de camundongo com células estromais mesenquimais derivadas do fluido
menstrual (CeSaM) poderia promover a otimizagdo desse cultivo. Para tanto, 151
pré embrides no estagio de duas células foram randomicamente distribuidos em trés
condi¢des distintas de cultivo: (1) meio de cultivo GV-BLAST suplementado com
20% de soro fetal bovino (SFB) n = 50; (2) GV-BLAST 20% SFB e co-cultivo com
CeSaM n=53; (3) GV-BLAST 20% SFB, condicionado por 72 horas em contato com
as células mesenquimais n=48. Para o co-cultivo, as CeSaM, entre a 62 e 72
passagens, foram tripsinizadas e plagueadas em placas de 96-pogos na
concentracéo de 1,5 x 10* células por poco. Apds 24 horas em cultivo das células,
2-3 embrides foram colocados em cada poco, imersos em 200 yl de meio de cultivo
para serem observados até o 5° dia de desenvolvimento. As analises morfologicas
dos embrides e das células foram realizadas por microscopia 6tica e as taxas de
blastocistos gerados foram calculadas. O grupo em que os embrides foram co-
cultivados com as CeSaM apresentou a maior taxa de evolugdo para blastocisto
(69,8%), enquanto os outros grupos (1) e (3) apresentaram taxas de 30,0% e
31,25%, respectivamente. Dentre os blastocistos, foram visualizados blastocistos
iniciais, expandidos, em hatching e com hatching completo. Os blastocistos vistos no

grupo de co-cultivo mostraram maior indice de expansdo e desenvolvimento



(56,8%), quando comparados com os outros grupos. Nosso estudo sugere que o
modelo de co-cultivo dos embrides com as CeSaM pode ter um impacto benéfico no
desenvolvimento dos mesmos. Essa estratégia de cultivo in vitro pode ser uma
alterativa ou um método de enriquecimento para o microambiente no qual os

embrides séo cultivados nos servigos de reproducdo humana assistida.

Palavras-chave: Co-cultivo, célula mesenquimal derivada do sangue menstrual,

desenvolvimento embrionario.



ABSTRACT

GONCALVES, MARIANNA FERREIRA. The role of Human Menstrual Blood-
Derived Mesenchymal in Embryonic Development using a co-cultivation
model. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica). Laboratério de
Cardiologia Celular Molecular, Laboratério de Endocrinologia Translacional e
Laboratério de Ciéncia Animal, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

In vitro embryonic culture, promotes optimized conditions for the embryo
development in order to get closer to uterine conditions. Mesenchymal cells of the
menstrual blood (MenSCs) have self-regenerating characteristics and high
proliferative potential, and could be able to be an excellent cellular model of feeding
in a co-culture system. Here we evaluated whether co-culture with human menstrual
blood-derived mesenchymal stem cells (MenSCs) was able to promote embryo
culture optimization. We randomly allocated 151 mouse embrios in 3 different culture
conditions: (1) GV-BLAST culture medium supplemented with 20% fetal bovine
serum (FBS) n=50; (2) GV-BLAST culture medium with 20% FBS and co-culture with
MenSCs n=53 and (3) culture medium GV-BLAST 20% FBS conditioned for 72 hours
in contact with MenSCs n=48. MenSCs were used at the concentration of 1.5 x 10*
cells in a 96-well plate, in the fifthy or sixthy passage, with 2-3 embryos per well
immersed on 200 pl of culture medium. The embryos were collected on the second
day of development, in a two-cell stage, and observed until the fifth day of
development. The morphological analyzes were done by imaging in the optical
microscope and the blastocyst rates were calculated. Fifty embryos were observed in
group (1), 53 embryos in group (2) and 48 embryos in group (3). The group that
presented the highest blastocyst rate was the co-culture group with MenSCs
(69.8%), while the other groups (1) and (3) presented a rate of 30.0% and 31.25%,
respectively. Among the blastocysts: initial blastocyst, expandable, hatching and full
hatching were visualized. The blastocysts seen in the co-culture group showed a
higher degree of expansion when compared to the other groups. Our study suggests
that MenSCs provide beneficial factors for the embryo. This strategy may be an
alternative or an enrichment method for the embryo culture microenvironment in

assisted human reproduction services.



Keywords: cocultive, human menstrual blood-derived mesenchymal cells, embryonic
development.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AVC: acidente vascular cerebral

BMP4: proteinas 6sseas morfogenéticas - 4 (do inglés bone morphogenetic proteins-
4)

CCS: Centro de Ciéncia e Saude

CeSaM: células mesenquimais estromais derivadas do fluido menstrual
CFM: Conselho Federal de Medicina

CTC: Centro de Terapia Celular

CTH: Célula-tronco hematopoiética

CTEh: célula-tronco embrionaria humana

D2: segundo dia de desenvolvimento embrionario

D5: quinto dia de desenvolvimento embrionario

DMEM: Meio Eagle modificado por Dulbeco — F12 (do inglés Dulbecco's Modified
Eagle Medium-F12)

DMSO: dimetilsulfoxido

EDTA — acido

EDTA: acido etileno diamono tetracético

ESCA: Esterelidade sem causa aparente

FGF-2: fator de crescimento de fibroblasto (do inglés fibroblast growth factor-2)

FIV: Fertilizacdo in vitro
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ICSI — Injegao Intracitoplasmatica de Espermatozoide
IGF-1: fator de crescimento insulina 1 (do inglés insulin growth factor-1)
IMSI — Injecdo de Espermatozoide Morfologicamente Selecionado

MEF: fibroblastos de embrides de camundongos (do inglés mouse embryonic
fibroblasts)

mHTF - Meio de fluido tubario humano modificado com gentamicina (do inglés
Modified Human Tubal Fluid Medium — Gentamicin)

P4: quarta passagem

P5: quinta passagem

P6: sexta passagem

P7: sétima passagem

PBS: solugao salina de tampéao fosfato (do inglés phosphate buffered saline)

PEDF: fator derivado do epitélio pigmentado (do inglés Pigment epithelium-derived

factor)

PGD - Diagndstico Pré-Implantacional

PGS — Mapeamento genético pré-implantacional (do inglés “screanning”)
SFB — Soro fetal bovino

TGFpB-1: Fator de crescimento de transformagédo beta-1 (em inglés transforming
growth factor beta-1)

Ul — unidades internacionais

VEGEF: fator de crescimento endotelial vascular (do inglés vascular endotelial growth
fator)
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1. INTRODUGAO

1.1.Infertilidade

A infertilidade conjugal é definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como uma doenga, caracterizada pela incapacidade de um casal gerar uma
gravidez depois de doze meses de relagbes sexuais frequentes sem quaisquer uso
de métodos contraceptivos (WHO, 2018). Tratando-se ainda da capacidade de gerar
a gravidez, o conceito de fecundabilidade, ou seja, a probabilidade da concepgéo
natural acontecer, apresenta-se com taxa de 20-25% para casais sem nenhuma
patologia reprodutiva, na faixa etaria de 33-35 anos de idade feminina (Raimundo,
2015). Diversos quadros clinicos sao responsaveis pela diminuicdo da
fecundabilidade de um casal, ou até mesmo o diagnostico de infertilidade. Atribui-se
um terco da incidéncia da infertilidade a causas de origem feminina, um ter¢o a
causas de origem masculina e o ultimo tergo a ambos os parceiros (Zegers-
Hochschild et al, 2009). Dentre as diversas causas da incidéncia da patologia,
estima-se que 26% dos casos sao atribuidos a disfuncdo de tubulos seminiferos,
hipogonadismos (masculinos) e defeitos testiculares; 21% a disfun¢des ovulatorias,
14% sao referentes a disfungdes tubarias; 6% referentes a endometriose, 5%
atribuidos a outras causas e 17% estéo relacionados aos diagnésticos inespecificos
ou esterilidade sem causa aparente (Raimundo, 2015).

A esterilidade sem causa aparente (ESCA) refere-se ao casal que realizou a
investigacdo primordial, com laudos de espermograma, testes de ovulagdo e
potencialidade tubaria, onde apresentou-se diagndsticos normais e que ainda assim
ndo obtém resultados positivos nas tentativas de concepgéo (Ray, 2012).

1.2. Reproducao Assistida

Desde 1978, a medicina oferece uma solug&o confiavel para a infertilidade
conjugal, quando foi concebida através de uma técnica de reprodugéo assistida em
laboratério a primeira crianga humana, chamada Louise Brown. (Kamel, 2013). A
manipulacdo dos gametas femininos e masculinos, feita in vitro por profissionais

qualificados permite gerar um pré-embrido, que pode ter seu desenvolvimento



monitorado e apresentar potenciabilidade de gerar um feto, quando transferido ao
ambiente uterino (Leese et al, 1993).

As etapas de um tratamento de reprodugdo assistida sdo individualmente
importantes e fazem parte de um amplo conjunto de procedimentos clinicos e
laboratoriais. Como demonstrado na figura 1, o tratamento tém inicio com uma
estimulacdo ovariana através de horménios com finalidade de recrutamento
folicular. Posteriormente, a mulher € submetida a puncéao folicular, para a captacao
dos oOvulos (Satvinder et al, 2018). O material masculino € na maioria das vezes
coletado através de masturbacédo, porém pode ser extraido através de aspiragoes
subcutaneas ou biopsias testiculares dependendo da anamnese masculina
(Pasqualotto et al, 2003). Nos casos de tratamentos de baixa complexidade, é feita
apenas a otimizagdo dos gametas masculinos (Ombelet, Robays, 2015), enquanto
nos casos de tratamentos de maior complexidade, uma vez que ambos os gametas
estejam prontos para manipulagao, € escolhida uma técnica de fertilizagdo visando
a obtencéo de embrides (Satvinder et al, 2018).

Estimulagdo
Ovariana
' Coleta de
Gametas
Feminino e
Masculino

Implantagao,

Desenvolvimento
do Feto @

Técnica de
Fertilizagdo

Transferéncia Q

dos EmbriGes

ao ambiente Cu!tivg .
uterino embrionario

em
Laboratério

Figura 1: Etapas do tratamento de Reproducédo Assistida, esquematizadas cronologicamente.
O objetivo do sucesso individual de cada etapa é a gravidez no fim do tratamento. Dentro dos

circulos estdo descritas as etapas pertencentes ao tratamento de maneira subsequente. Fonte da



figura demonstrativa de gravidez: http://www.wellnessdenver.com/naturopathy/someone-know-trying-

conceive-experiencing-fertility-issues/

Os embrides gerados e manipulados em laboratérios sdo mantidos em
microambiente controlado que proporcionam condi¢des otimizadas para sustentar o
seu desenvolvimento até o estagio de morula (terceiro dia) ou blastocisto (quinto
dia). A etapa concluinte do tratamento, geralmente, consiste na transferéncia dos
embrides que estdo em cultivo laboratorial para o ambiente uterino, disponibilizando
a eles fatores adequados para implantagdo e desenvolvimento (Saharkhiz et al,
2014).

A evolugdo tecnologica contribuiu para o aprimoramento de técnicas
laboratoriais especificas na area de reproducgao assistida, aplicando conceitos como
Fertilizagédo in vitro classica (FIV) (Jin et al, 2015), Injegdo Intracitoplasmatica de
Espermatozdide  (ICSl), Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozéide
Morfologicamente Selecionado (IMSI) (La Sala et al, 2015), Diagndstico Pré-
Implantacional (PGD) e Mapeamento Genético Pré-Implantacional (PGS) (Hu et al,
2015).

1.3. Cultivo embrionario

O cultivo embrionario in vitro tem o objetivo de permitir que o embrido consiga
se desenvolver fora das condigbes uterinas de maneira adequada. As analises feitas
durante este cultivo determinam qual embrido possui o melhor desenvolvimento,
baseando-se majoritariamente em parametros morfoldgicos (Kovacs, 2014) e visam
a obtencdo de embrides viaveis e com potencial de implantagdo ao final de cinco ou
seis dias de cultivo.

As etapas de cultivo in vitro dos embrides vem sendo cada vez mais
estudadas e aprimoradas por pesquisadores (Pefa et al, 2017) e esta etapa do
tratamento esta diretamente relacionada aos nutrientes que séo disponibilizados ao

embrido e as condigcdes em que 0s mesmos sao mantidos.

Os nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos embrides estdo
condicionados nos meios de cultura, utilizados para manter o metabolismo
embrionario ativo. Inicialmente, a composicdo dos meios apresentava concentragao

restrita de glicose, piruvato e lactato. (Gardner, 1996 ; Martin, 2000). Com a



descoberta de diferentes concentracbes desses compostos nas distintas partes do
aparelho reprodutor feminino, foi possivel observar mudangas dinamicas no
metabolismo embrionario e que assim, as necessidades diferem de acordo com o

estagio de desenvolvimento (Gardner, 1993).

Logo apdés a fecundacdo do évulo, o piruvato é a unica fonte de energia
utilizada pelo embrido, sendo responsavel pela realizagdo da primeira divisdo
mitotica (VAJTA et al, 2010). Nas mitoses subsequentes, onde o embrido ja se
encontra no estagio de duas células, a necessidade da utilizacdo do lactato passa a
ser considerada e a partir deste estagio o embrido comega a estabelecer vias
metabdlicas mais eficazes para a utilizagdo da glicose. Conforme se aproxima do
estagio de blastocisto, e da formacdo da massa celular interna, a necessidade de
vias metabdlicas capazes de realizar glicélise se torna ainda mais importante, uma
vez que a massa celular interna é exclusivamente dependente desse tipo de
metabdlito (Gardner e Lane, 2008).

A manipulagdo especifica dos micronutrientes e moléculas adicionais é um
dos beneficios de se manter o embrido fora do trato fisioldgico. Além das principais
fontes de energia das quais o metabolismo embrionario é dependente, existem
moléculas que otimizam a utilizagdo desses meios. Estratégias bem-sucedidas
como a adigdo de aminoacidos, tem importante funcionalidade como regulador de
osmolaridade e agente de manutencéo do pH intracelular (Lane e Gardner, 2006).
Devem ser citados ainda, a adigao de acido ascorbico e acido félico que funcionam
como fonte de vitaminas, o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) atuando na
reducdo do estresse oxidativo e a suplementagdo com albumina, que é a principal
fonte proteica, variando entre 10-20% nos meios comercializados, e s&do de suma
importancia para eliminacdo de efeitos toxicos e impedimento de aderéncia dos

embrides nas placas em que estdo sendo mantidos (Vajta et al, 2010).
1.4. Meios de cultivo

A diversidade de meios de cultura disponiveis atualmente € vasta, e a
escolha adequada depende do tipo de cultivo aplicado a cada laboratério. Os tipos
de cultivo podem ser classificados como curtos ou prolongados (Aoki, 2005) e para
cada tipo, ha um meio de cultivo recomendado (figura 2). Em cultivos curtos sao

usados meios simples, que caracterizam-se por sustentar o desenvolvimento do



embrido do estagio de zigoto até o terceiro dia (D3), onde é considerado morula;
enquanto em cultivos prolongados sdo usados meios sequenciais ou complexos
(Garder, 2003; Cossiello et al, 2012)

Tipos de cultivo
embrionario

Prolongado
Curto (D3)
(D5 e D6)
I |
) Meios de cultivo
Meios Meios Complexos Simples (D0—>D3)

Sequenciais

Figura 2: Diversidade de meios de cultivo disponiveis para serem utilizados mediante a

escolha de cultivo curto ou prolongado.

Os cultivos prolongados proporcionam aos servigos de reproducdo assistida
maior controle sobre os casos, além de viabilizar outros tipos de analise do embrido
fora a morfolégica. Sendo assim, atualmente o cultivo prolongado € o mais utilizado
€ 0S meios sequenciais ou complexos possuem maior espago no mercado. Meios
sequenciais consistem geralmente em dois produtos distintos, com diferentes
composic¢des. Esses meios caracterizam-se por disponibilizar nutrientes especificos
para cada fase de desenvolvimento. Para tanto, é realizada troca do meio quando o
embri&do se encontra no terceiro dia de desenvolvimento, com o intuito proteger o
embrido do acumulo de amdnia e outros metabdlitos, que podem ser altamente

prejudiciais ao seu desenvolvimento (Lane, Gardner, 2006).

Os meios complexos, por sua vez, caracterizam-se por ndo precisarem da
renovacao de nutrientes durante o cultivo. Disponibilizam todos os metabdlitos que o
embrido necessita em ampla concentragdo e a utilizagdo deste permite que o
embrido selecione quais compostos serdo utilizados conforme o requerimento do
seu metabolismo. A grande vantagem da utilizagdo deste tipo de meio é a
possibilidade do desenvolvimento embriondrio até o estagio de blastocisto (quinto



dia) sem nenhum tipo de intervengdo externa, variagdo de temperatura e pH
(Cossiello et al, 2012).

Atualmente, a utilizagcdo de meios de cultivo complexos ja é utilizada em
grande escala nos servicos de reproducdo assistida no ambito nacional e
internacional, uma vez que estudos comparativos apontam que o desenvolvimento
embrionario com meios continuos ocorrem de maneira similar ou superior e
proporcionam menor exposicao do embrido fora das condi¢cdes otimizadas de cultivo
(Sotiroska et al, 2015).

Os meios de cultivo adquiridos comercialmente garantem seguranga e
controle de qualidade, e atualmente os principais fornecedores destes materiais sdo
representados no Brasil pelos laboratorios VitroLife, Medicult, Irvine e LifeGlobal
(Mauri et al, 2001). O meio de cultivo continuo GV-BLAST™ (Ingamed, Brazil) € um
produto nacional, que apresenta grande eficacia em termos de fertilizagao,
clivagem, desenvolvimento até o estagio de blastocisto e taxas de gravidez (Ceschin
et al, 2016) e pelo motivo de disponibilidade e custo, foi escolhido para ser aplicado
no presente estudo.

A busca de resultados positivos passa pelo aprimoramento e otimizacdo de
cada etapa deste procedimento. Dentre a literatura cientifica disponivel, podemos
citar estudos de comparagao de meio de cultivo (Wundera et al, 2014), comparagao
dentre os cultivos curtos ou prolongados (Sotiroska et al, 2015), utilizagdo de
equipamentos de monitorizagdo em tempo real (Sciorio, Thong, Pickering, 2017) e
opgoes de co-cultivo celular (Almodin et al, 2001).

1.5. Sistemas de co-cultivo

O co-cultivo celular € uma estratégia de cultivo que proporciona a
manutengao in vitro de viabilidade de duas células, realizado concomitamente e no
mesmo microambiente (Birkenfeld, Navot, 1991).

Sugere-se que o sistema de co-cultivo promova beneficios aos tipos celulares
envolvidos, através de condicionamentos positivos e negativos. Condicionamento
positivo € a habilidade das células “alimentadoras” de modificar o0 meio de cultivo

através da secregcdo de fatores, enquanto o condicionamento negativo (ou



detoxificagdo) € a capacidade das mesmas células “alimentadoras” de realizar a
remocao de compostos nocivos do meio de cultivo (Farouk, Vlad, 2008).

O conceito de co-cultivo, quando aplicado ao universo da reprodugao
assistida apresenta diversas abordagens, e o principal ponto convergente entre eles
€ a proposta que o contato embrido-célula venha a ser necessario para conexoes
celulares entre a a zona pelucida e as “células alimentadoras”, com a finalidade de
que possa ser realizada a troca cruzada de glicoproteinas e outros metabdlitos
(Bongso et al, 1991).

1.5.1. Sistema de co-cultivo como aprimoramento do cultivo

embrionario

Ha anos atras, o co-cultivo foi abordado na reproducdo assistida com a
utilizagdo de distintos tipos celulares que poderiam ser capazes de promover um
microambiente propicio ao desenvolvimento embrionario. Os estudos de meados
dos anos 90, utilizaram diversos tipos celulares para essa otimizacdo, como células
humanas das tubas uterinas (Bongso et al, 1989), fibroblastos de origem bovina,
mais especificamente do utero das vacas (Wiemer et al, 1989), fibroblastos
embrionarios de ratos (Seyed et al, 2009), células autélogas dos cumulus (Farouk,
Vlad, 2009) e células Vero (CDR, Rebecca, 2000).

As células Vero sao definidas como uma linhagem celular derivada do rim do
macaco africano verde (Cercopithecus) que foi estabelecida por Y. Yasumura e Y.
Kawakita em 27 de Margo de 1962, na Universidade de Chiba, no Jap&o. Essa
linhagem celular foi utilizada de maneira vasta para estudos de replicagao virais e
foram testadas em estudos clinicos (Vaccines and Related Biological Products
Advisory Committee, 2000).

Os estudos com células autol6logas do cumulus representam grande valor
cientifico, uma vez que sugere beneficios correlacionados com efeitos paracrinos,
através da secrecdo de proteinas e esterbides. O efeito paracrino esta diretamente
ligado ao co-cultivo devido a interagcdo entre as “células alimentadoras” e os
embrides nao ser possivel por juncbes comunicantes neste estagio de

desenvolvimento dos embrides (Farouk, Vlad, 2009).



A maioria dos estudos de co-cultivo (Almodin et al, 1999; Bavister et al, 1995;
Almodin et al, 2001; Farouk, Vlad, 2009) foram realizados em uma época em que 0s
meios complexos ainda ndao estavam bem implementados na rotina dos laboratérios.

Atualmente, com a rotina de cultivo prolongado bem definida, os estudos de
co-cultivo podem ter uma nova abordagem, quando correlacionados com meios de
cultivo complexo, onde nao é necessaria a renovacéo de nutrientes e a interferéncia

para ambos o0s tipos celulares em cultivo € menor.

Apesar de diversas estratégias de terapia celular terem sido estudadas, as
atualizagcdes e novas possibilidades de tipos celulares que podem ser utilizados
como camada alimentadora de co-cultivo continuam em progresso. Tratando-se de
cultivo primario para tipos indiferenciados de células temos a opg¢ao das células-
tronco embrionarias, células-tronco adultas e células-tronco mesenquimais (Silva
dos Santos, 2012).

1.6. Células-tronco

As células-tronco sdo células capazes de se manter no estagio celular
indiferenciado, dividindo-se em células idénticas as originais ou podendo se
diferenciar em outros tipos celulares. Existem caracterizagbes de acordo com a
capacidade de diferenciagdo dessas células. Este conceito, também é denominado
como plasticidade, e assim, elas podem ser classificadas como totipotentes,
pluripotentes ou multipotentes (Thomson et al, 1998).

A totipoténcia € uma exclusivadade do zigoto e dos blastébmeros gerados nas
primeiras divisdes mitéticas. Sao os unicos tipos celulares que tem potencial de se
desenvolver em qualquer tecido que compde o embrido e gerar um individuo adulto
a partir disso (Torres-Padilla, 2008).

A pluripoténcia pode ser encontrada nas células de dentro do embrido. Mais
especificamente na massa celular interna dos blastocistos, que sao capazes de se
diferenciar nos trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma),
além de apresentarem capacidade de proliferagdo no estado indiferenciado in vitro e
de auto-renovacao (ROUFOSSEAND, COOK, 2008; COWAN et al.,2004).



A multipoténcia é encontrada em células e tecidos adultos, possuindo menor
capacidade de diferenciacdo quando comparadas com as outras possibilidades de
plasticidade. As células multipotentes sdo capazes de se diferenciar apenas em
células relacionadas ao seu proépio tecido de origem. Geralmente, estdo associadas
as fungbes de reparagéo tecidual, homeostase e regeneragdo (JOHNSON et al.,
2004)

1.6.1. Células-tronco embrionarias e adultas

No Brasil, a Resolugdgo do Conselho Federal de Medicina (CFM) n°
2.168/2017 ressalta a aplicagdo da Lei de Biosseguranga n° 11.105/2005, que
prevé em seu art. 5° a autorizagdo para o uso dos embrides excedentes das
técnicas de fertilizagao in vitro para extragao de células-tronco, uma vez que esses
embrides se enquadrem nos critérios de: serem classificados como inviaveis,
estarem congelados ha pelo menos trés anos desde a data estabelecida pelo
documento, e os pacientes doadores consentirem em documento livre e esclarecido
com a doagao para fins de pesquisa. (FRAGA et al, 2011). Apesar de representar
uma dificuldade ética, essa autorizacdo do uso de células-tronco embrionarias

humanas alavancou o progresso cientifico no pais.

Ja as células-tronco adultas podem ser encontradas em diversos érgéos de
um individuo adulto como por exemplo na medula 6ssea, sangue periférico, no
corddo umbilical, na placenta, tecido adiposo entre outros (figura 3). Estas
apresentam caracteristica de ser multipotente e em condi¢gdes fisiologicas se
mantém em um estagio celular de dorméncia ou em lenta proliferagdo. No entanto,
frente a lesbes podem proliferar e originar células diferenciadas para o reparo
tecidual (Du, Yuan et al, 2018).
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Figura 3: Origem das células-tronco embrionarias e adultas desde o desenvolvimento
embrionario até o organismo em sua fase adulta. Fonte: Rede Nacional de Terapia Celular,

disponivel em http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.html.

1.6.2. Células-tronco hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sao caracterizadas pela principal
funcdo de manter a produgao e autorenovacéo de células especializadas do tecido
sanguineo e do sistema imune, proporcionando a renovagao continua de tipos
celulares esséncias para a fisiologia humana, como as hemacias e os linfocitos. S&o
obtidas por métodos invasivos, como pungdo da medula éssea e coleta de sangue
periférico e também podem ser encontradas no sangue presente no cordao
umbilical, que vem a ser uma fonte alternativa dessas células (Centro de Criogenia
Brasil, 2018).

Geralmente utilizadas para fins terapéuticos ou para criogenia para posterior
utilizagdo, esse tipo celular & considerado como as células-tronco adultas que foram
mais bem caracterizadas até hoje. E significativo o indice de congelamento de
sangue proveniente do corddo umbilical visando alternativas terapéuticas para
doengas hematologicas e imunologicas e também os grupos que realizam estudos
experimentais com as CTH para o tratamento de doengas como anemia falciforme,
diversos tipos de leucemia, mieloma multiplo, entre outros (DA SILVA JUNIOR, et al,
2009).
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1.6.3. Células mesenquimais estromais

Considerando-se a existéncia de células-tronco de origem nao-
hematopoiética, a confirmacao da presenca de células-tronco no estroma da medula
Ossea foi considerada um marco na terapia celular, descrita por Friedenstein e
colaboradores em 1976. As células mesenquimais estromais apresentam morfologia
fibroblastdéide e a caracteristica bem relevante da capacidade de aderéncia aos
frascos de cultivo celular (FRIEDENSTEIN ET AL, 1976).

Em 2006, Dominici e colaboradores publicaram um artigo propondo trés
critérios minimos necessarios para a classificacdo das células como células
mesenquimais: (i) capacidade de aderéncia aos frascos de cultivo em condigbes
propicias a tal; (ii) expressao de antigenos especificos somados a auséncia da
expressao de outros antigenos, mensurados por citometria de fluxo e (iii)

capacidade de diferenciagao in vitro em osteoblastos, adipécitos e condroblastos.
1.6.3.1 Células mesenquimais estromais derivadas do sangue menstrual

Em 2004, Chan et al., relatou a primeira evidéncia da existéncia de células
mesenquimais originadas de estroma e epitélio no endométrio humano, relatando
também o primeiro isolamento deste tipo celular proveniente diretamente do

endomeétrio.

Em 2007, Meng e colaboradores conseguiram isolar células mesenquimais
provenientes do sangue menstrual, com caracteristicas de auto-renovagao, grande

potencial proliferativo e habilidade de diferenciagdo multipotente in vitro.

Dentre as diferenciacdes consideradas bem-sucedidas deste tipo celular
podemos citar os cardiomiocitos com batimentos espontaneos apdés indugao de
infarto de miocardio (Hida et al., 2008; lkegami et al., 2010; Mou et al., 2013),
modelos de tratamento experimental para doengas como isquemias (Murphy et al.,
2008), acidente vascular cerebral (AVC) (Borlongan et al., 2010), diabetes mellitus
tipo | (Li H.Y. et al., 2010; Santamaria et al., 2011), doenga de Parkinson e outras
doengas neurodegenerativas (Sanberg et al., 2011).
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Diante desses avancos cientificos, € visto que o sangue menstrual tem
potencialidade de ser uma excelente fonte de células mesenquimais e apresenta
consideraveis vantagens, tais como: (i) ser obtido por um método nao invasivo, (ii)
possibilidade de cultura in vitro, com baixo custo, (iii) facilidades éticas e grande
disponibilidade de amostras (X. Du, et al., 2015).

No Brasil, em 2008, nosso grupo isolou e caracterizou o uso das células
mesenquimais estromais derivadas do sangue menstrual (CeSAM). Esta
caracterizagao permitiu o desenvolvimento de projetos que exploraram a utilizagéo
da CeSAM em diversos ambitos e finalidades (Asensi et al, 2008, 2009, 2012).

Silva dos Santos e colaboradores (2012), demonstraram que a CeSAM libera
diversos fatores de crescimento como o fator de crescimento de fibroblasto (FGF-2,
do inglés fibroblast growth factor-2), proteinas ésseas morfogenéticas - 4 (BMP4, do
inglés bone morphogenetic proteins-4), fator de crescimento de transformacgao beta-
1 (TGF-B1, em inglés transforming growth factor beta-1), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endotelial growth fator) e o fator
derivado do epitélio pigmentado (PEDF, do inglés Pigment epithelium-derived factor)
além de ser capaz de manter o estagio indiferenciado de céulas-tronco embrionarias
humanas (CTEh). Tal caracteristica, de manter as CTEh indiferenciadas,
assemelha-se as propriedades da camada alimentadora de fibroblastos (MEF),
utilizada amplamente como “camada alimentadora” em modelos de co-cultivo
celular. Sendo assim, as CeSaM poderiam ser uma estratégia em potencial para o

co-cultivo com embrides, visando a otimizagdo do microambiente de cultivo.
2, JUSTIFICATIVA

As pacientes submetidas ao tratamento de reproducéo assistida podem se
deparar com desfechos negativos ou inconclusivos sobre seus respectivos casos,

onde o fator determinante para tal condi¢do nao € identificado.

Os resultados negativos ao final de um tratamento podem estar relacionados
ao nao-sucesso de etapas individuais ou com um conjunto de fatores somados.
Existe uma demanda de resolugdes inovadoras e personalizagao dos tratamentos,
afim de atender um seleto grupo de pacientes que apresentam situagdes

recorrentes de insucesso. O protocolo sugerido neste trabalho visa oferecer
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alternativas quando ha ocorréncias de aborto recorrente, falha de implantacao,
baixa taxa de blastocistos obtidos apds o cultivo embrionario e também atender aos
casais com diagnostico de esterilidade sem causa aparente.

O co-cultivo autdlogo de células mesenquimais derivadas do sangue
menstrual com os embrides poderia otimizar o microambiente no qual os embrides
estdo inseridos na etapa de cultivo oferecendo uma resolugado personalizada e
inovadora. Esse protocolo ofereceria um processo complementar ao tratamento e de

baixo custo adicional ao orgamento previamente estabelecido.
3. OBJETIVO

Avaliar e comparar o desenvolvimento dos embrides de camundongo no
intervalo do segundo ao quinto dia de evolugdo em trés distintos grupos: presenca
de células mesenquimais derivadas de sangue menstrual (CeSaM), auséncia da
CeSaM, e meio condicionado pelo contato com as CeSaM.

3.1. Objetivos Especificos

|.  Atingido o estagio de blastocisto, comparar as evolugdes embriologicas dos
trés grupos, no ambito de:
. Morfologia;
. Taxa de formacéao blastocistos;

. Grau de expansao dos blastocistos.

II. Realizar o levantamento de custo do protocolo de co-cultivo sugerido neste
estudo em relagdo ao orgamento de tratamentos oferecidos nos centros de

reproducao assistida.

4. METODOLOGIA

41. Animais

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de
Animais em Pesquisa do Centro de Ciéncias e Saude (CCS) — Protocolo n° 108/16.
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Os animais utilizados foram camundongos de ambos os sexos, da linhagem
Balb/c em idade reprodutiva de 4-5 semanas, com peso aproximado de 20 g,
obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias e Saude. Os animais foram
mantidos no biotério de origem, com temperatura controlada de 22-23°C, acesso
livre a ragcédo ad libitum e agua e exposigéo circadiana de ciclo claro-escuro de 12
em 12 horas.

4.1.1. Protocolo de obtengdo dos embribes de camundongo no estagio de 2
células

*Superovulacao das fémeas com hormdnios especificos para
recrutamento folicular

*Copula das fémeas superestimuladas com os machos

*Coleta e identificagdo dos embrides integros no estagio de 2 células (n=
151)

Distribuicdo dos embrides nas trés condi¢des de cultivo, alocando-os em
2-3 embrides por poco.

*Analise morfolégica e viabilidade dos embrides

Registro fotografico de todos os embrides do experimento no estagio de )
duas células (D2-D5)

J

*Quatro dias consectivos de co-cultivo in vitro

*Analise morfoldgica e viabilidade dos embrides quanto ao estagio de
blastocisto e degenerados

*Registro fotografico dos resultados obtidos no co-cultivo

Figura 4: Fluxograma da utilizagdo de embriées murinos. Fluxograma do uso das embrides como

instrumento do experimento de co-cultivo e posterior avaliacdo dos blastocistos obtidos.

4.2. Células

4.2.1. Coleta do fluido menstrual como fonte de células mesenquimais

O protocolo adotado para o presente estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) —
Protocolo n°056/09.
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O sangue menstrual foi coletado de mulheres jovens voluntarias saudaveis
(n=4), com idade entre 18 - 30 anos, aproximadamente vinte quatro horas apds o
inicio do fluxo menstrual. Apds a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, as voluntarias receberam instrugcdes quanto ao procedimento de coleta
e a utilizagao do pote coletor. A coleta foi realizada em um coletor de urina contendo
5 mL de uma solugéo salina sem calcio e magnésio, suplementada com penicilina
100 IU/mL, estreptomicina 100mg/mL e EDTA (0,5 mMol) para evitar contaminagéo

e formagéo de coagulos.
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4.2.2. Obtengéo das células mesenquimais derivadas do fluido menstrual

O protocolo de obtengado do fluido menstrual foi padronizado para todas as
células recebidas de voluntarias, afim de obter regularidade e viabilidade das células

mesenquimais, conforme representado na figura 5.

\
*Obtencgéo do material bruto (diluido em 1:1 de PBS) de
voluntarias (n=4)
J
\/ N
P4 *Isolamento e cultivo da CeSAM até a passagem P4 em
\/ DMEM 20% SFB (soro fetal bovino)
\
P5 *Replaqueamento das células mesenquimais estromais
derivadas do sangue menstrual (CeSAM) em GV-BLAST 20%

SFB

~

<

*Plagueamento da CeSAM 24h antes da coleta dos embrides
pe/P7 @ ha placa de 96 pogos

*(200 pl de GV-BLAST 20% SFB)

\<

<

D2 +*Andlise morfolégica e de viabilidade das CeSAM, e registro
fotogafico das células.

<

Figura 5: Fluxograma do uso das células mesenquimais como instrumento do experimento de co-
cultivo. PBS: solucdo salina de tampéo, do inglés phospate buffered saline; DMEM: meio Eagle
modificado por Dulbeco — F12; SFB: soro fetal bovino; CeSaM: células mesenquimais estromais

derivadas do fluido menstrual.

4.2.3. Isolamento das células mononucleares presentes no sangue menstrual

O material colhido foi diluido em solugao salina tamponada com fosfato (PBS,
do inglés Phosphate buffered saline), na propor¢ao 1:1, homogeneizado e
centrifugado 1500 rpm por 5 minutos, conforme descrito na Figura 5. O
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sobrenadante foi descartado com o auxilio de pipeta Transfer e o sedimento de
células ressuspendido em 4 ml de PBS e centrifugado 1500 rpm por 5 minutos.
Essa etapa foi repetida trés vezes consecutivas para lavagem do material. O
sedimento de células resultante das lavagens foi ressuspendido em 2,5 ml de Meio
Eagle modificado por Dulbeco — F12 (DMEM-F12, do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle Medium-F12) suplementado com 20% de SFB (Soro Fetal Bovino) e
antibidticos (penicilina 100 IU/mL e estreptomicina 100 mg/mL) e plagueadas em

placas de cultura 35 mm? (Figura 6).

- ™ o PBS1:1
& o Centrifugacao
—_— . — o Ressuspensdo em PBS
' | o Centrifugacio
o Sobrenadante
o Material bruto ' desprezado (3x)
diluido em o Ressuspensao em
solucdo salina DMEM 20% SFB
< \

o Visualizacdo das células o Lavagem com PBS o Plagueamento em
aderidas 24h apos o o Renovacgao do placas de 35 mm
plagueamento meio

o 37°Ce5%CO, na
incubadora

Figura 6: llustragdo demonstrativa de etapas para cultivo das células mesenquimais. Esquema
ilustrativo das fases de coleta, cultivo e expansdo das células. Fonte das fotografias:
http://gestiondepedidos.glasschemicals.com/, www.ingamed.com.br e http://www.medicalexpo.es/.
PBS: solugéo salina de tampéo, do inglés phospate buffered, DMEM: meio Eagle modificado por
Dulbeco — F12; SFB: soro fetal bovino



18

4.2.4. Cultivo e expanséo da fracdo mesenquimal das células derivadas do

sangue menstrual

Apos o plagueamento, as células foram mantidas em incubadora a 37°C, com
atmosfera umida, na presenca de 5% de CO; A primeira troca do meio de cultura
ocorreu dois dias apos o plagueamento. As células e debris celulares que ainda
estivessem no sobrenadante foram assim descartados. Renovou-se regularmente
os nutrientes oferecidos as células de acordo com o consumo das mesmas através
da troca de meio, geralmente realizada duas vezes na semana. Uma vez atingida a
confluéncia de 70-80%, as células passaram por um processo de tripsinizagdo com
a solucado 0,25% e EDTA 1 mM e foram plaqueadas em novas placas de cultura
com diametro de 100 mm, possibilitando assim a devida expansdo das mesmas, o
que é denominado como “passagem” ou “passagem enzimatica’. Observou-se

diariamente a evolugdo da morfologia celular.
4.2.5. Utilizagdo das células mesenquimais como camada de co-cultivo

As células foram mantidas até a quarta passagem (P4) em cultivo no meio
DMEM. Porém, para o co-cultivo dessas células com os embrides de camundongo,
as mesmas precisam dispor do contato com o meio GV-BLAST, pois os embrides
necessitam de nutrientes adicionais que ndo estdo disponiveis no primeiro meio
mencionado. Sendo assim, foi realizado a tripsinazagdo e a partir da quinta
passagem (P5), as células foram plaqueadas em meio GV-BLAST (Ingamed®)
suplementado com 20% de SFB. As culturas foram acompanhadas diariamente
observando-se a morfologia até o momento em que foram utilizadas para o co-

cultivo com embrides.

As células utilizadas para o co-cultivo encontravam-se na quinta (P5) ou
sexta passagem (P6), com confluéncia de 70-80%. Um dia antes da coleta dos
embrides, as células passaram por novo processo de tripsinizacédo, foram contadas
na camara de Neubauer (Hausser Scientific) e uma vez que sua viabilidade havia
sido analisada com azul de Trypan, as mesmas foram ressuspendidas e plaqueadas
nos pogos da placa de poliestireno de 96 pogos (Corning®) na concentragéo de 1,5
x 10* células, imersas em 200 pl de GV-BLAST 20% SFB. Em cada poco de co-
cultivo com CeSAM foram colocados 2-3 embrides de camundongo no estagio de 2

células.
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4.2.6. Utilizagdo das células mesenquimais como meio de cultivo
condicionado de 72 horas

As células utilizadas para estabelecer o meio condicionado de 72 horas
passaram pela mesma metodologia de cultivo das células que foram destinadas ao
co-cultivo: a partir da quinta passagem (P5), as mesmas ja se encontravam em
cultivo em GV-BLAST 20% SFB.

Em todos os experimentos, a placa destinada ao procedimento foi
configurada 24 horas antes da coleta dos embrides. Sendo assim, as células
destinadas a estabelecer o meio condicionado de 72 horas tiveram seus nutrientes
renovados por troca do meio de cultivo quatro dias antes da data de coleta dos
embrides de camundongo no estagio de 2 (duas) células. O meio GV-BLAST 20%
SFB que estava em contato com as CeSAM foi retirado um dia antes da coleta dos
embrides e colocado nos pogos da placa de poliestireno de 96 pogos (Corning®) em
um volume de 200 pl por pogo. Em cada pogo de meio GV-BLAST condicionado de
72 horas foram colocados 2-3 embrides de camundongo no estagio de 2 (duas)

células.

4.3. Embrioes

4.3.1. Superovulacdo das fémeas de camundongo

Para o recrutamento folicular foram administrados 5 Ul de Gonadotrofina
coridnica equina (eCG) - NOVORMON® - por via intraperitoneal nas fémeas de
camundongo em em qualquer fase do ciclo estral, fornecidas pelo Biotério Central
da UFRJ. Apds 46-48 horas dessa injecdo, aplicou-se 5 Ul de Gonadotrofina
coribnica humana (hCG) - VETECOR® - também por via intraperitoneal,
mimetizando-se o estimulo do pico de LH e ovulagdo. Em seguida, as fémeas foram
colocadas em contato com os machos durante a noite, para copula. Na manha
seguinte, considerando-se dia 0,5, foi feita a verificacdo da presenca de tampéo

seminal na regido vaginal da fémea, usado com indicativo positivo de copula.
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4.3.2. Lavagem das tubas uterinas e obtencdo dos embribes no estagio de 2
células

A recuperacado dos embrides foi realizada no dia 2,0 quando os embrides
estdo no estagio de duas células. Nesse estagio, os embrides encontravam-se na

tuba uterina (figura 7), e para a coleta dos embrides foi realizada a retirada cirurgica

das tubas.
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Figura 7: Fisiologia do desenvolvimento de embrides murinos, com comparagcdo espaco-
temporal dentro das tubas uterinas. Imagem disponivel em:

https://stemcells.nih.gov/info/2001report/appendixA.htm

As fémeas foram anestesiadas com isoflurano dentro de uma camara, para
atingir estado de inconsciéncia e perda dos reflexos, e posteriormente submetidas a
confirmacdo da eutanasia por método mecanico de deslocamento cervical.
Realizou-se uma incisdo peritoneal com o auxilio de dois jogos de tesouras e pingas
para a visualizacao total do peritdnio. Uma vez que o ovario e as tubas estavam
expostos, as fimbrias da tuba uterina foram identificadas e a dissecc¢do foi feita

precisamente em sua extremidade. As tubas dissecadas foram colocadas em uma
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placa de Petri de 100 mm contendo gotas de aproximadamente 0,5 ml do meio de
fluido tubario humano modificado com gentamicina (mHTF, do inglés Modified
Human Tubal Fluid Medium — Gentamicin) tamponado com suplementagao de Soro
Fetal Bovino em 10%. A lavagem foi feita sob observacdo de uma lupa,
manipuladas em nova microgota com uma seringa de 26G. Durante esse
procedimento realizou-se o rompimento e lavagem das estruturas tubarias e foi
possivel a visualizagdo dos embrides de 2 células, apos decantacdo dos mesmos

para o fundo da gota.

Depois de retirados os debris celulares, os embrides foram avaliados quanto
a sua integridade celular e apenas os embrides de duas células integros e com

blastdbmeros simétricos foram incluidos nos experimentos (Figura 8).

Figura 8: Embrides murinos. Dois embrides coletados no estagio de duas células demonstrando

divergéncia entre a qualidade dos seus blastdmeros. Fonte: Acervo pessoal da autora.

Os embrides selecionados foram transferidos da placa de lavagem para placa
de cultivo, onde foram distribuidos randomicamente e as cegas por um segundo

manipulador, em trés condi¢des distintas de cultivo (Figura 9): em meio GV-BLAST



22

suplementados com 20% SFB; cultivados em meio GV-BLAST 20% SFB em co-
cultivo com células mesenquimais derivadas do sangue menstrual, (CeSAM); e em
meio GV-BLAST 20% SFB condicionado do cultivo com CeSAM por 72 horas.
Foram realizados oito experimentos, onde todos os embrides, em suas diferentes
condi¢des, foram cultivados em placa de poliestireno de 96 pogos (Corning®), em
incubadora a 37°C e 5% de CO,., sendo observados no segundo dia de
desenvolvimento do embrido e posteriormente no quinto dia, no seu possivel estagio

de blastocisto.

2
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Grupo B > GV-BLAST
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Figura 9: Esquema dos experimentos realizados. Esquematizacdo do experimento com as trés
variagdes de micro ambiente de cultivo embrionario. Grupo A: cultivo dos embrides com GV-BLAST
suplementado com 20% de soro fetal bovino; Grupo B: cultivo dos embrides em co-cultivo com as

CeSaM; Grupo C: cultivo dos embrides com o meio condicionado.

4.3.3. Registro da evolugdo dos embrices do D2 ao D5 de

desenvolvimento

Os embrides de camundongos obtidos em todas as coletas no estagio de 2

células foram distribuidos igualitariamente entre os trés grupos do experimento. Os
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poc¢os continham o volume de 200 pl de meio de cultivo, independente da condigcao
proposta ao grupo; e foram colocados 2-3 embrides em cada pogo. Os embrides e
as células foram fotografados com o microscopio invertido EVOS XL Core Cell
Imaging System (ThermoFisher Scientific) no segundo e no quinto dia de evolugao,
em aumento de 40x, para posterior classificagdo morfolégica dos embrides que
atingiram o estagio de blastocisto, e avaliagdo morfolégica das células (CeSAM)
para confirmacéo da viabilidade das mesmas.

4.3.4. Classificacao dos embrides

Ao final de 5 dias de desenvolvimento embrionario, os embrides foram
avaliados quanto ao seu estagio de evolugdo. Os embrides que apresentaram
bloqueio de desenvolvimento e/ou atraso de evolugdo foram caracterizados como
degenerados; enquanto aqueles que apresentaram caracteristicas iniciais do
estagio de blastocisto, como blastocele, massa celular interna e trofectoderma foram
classificados como blastocistos. Foi calculada e quantificada a taxa de blastocisto
de cada grupo, assim como a porcentagem dos mesmos em cada experimento, de

acordo com o numero de embrides que foram coletados em cada procedimento.
4.3.5. Classificacao dos blastocistos

Uma vez quantificados os blastocistos, os mesmos foram classificados de
acordo com o seu grau de desenvolvimento. Considerou-se como Blastocisto Inicial
aqueles que apresentavam blastocele ocupando mais que 50% do volume do
embrido, zona pelucida espessa e tamanha reduzido quando comparados aos
blastocistos expandidos; como Blastocisto Expandido aqueles que apresentavam
blastocele ocupando 100% do volume do embrido, aumento significativo do volume
embrionario e diminuicdo da espessura da zona pelucida; como Blastocisto em
Hatching aqueles que apresentavam saida parcial do trofectoderma através da zona
pelucida; e como Blastocisto em Hatching Completo aqueles que encontravam-se
completamente fora da delimitagdo da zona pelucida. O grau de expanséo e
desenvolvimento dos blastocistos no quinto dia de cultivo foi utilizado como
parametro de qualidade embrionaria e qualidade do micro-ambiente em que aqueles
blastocistos se encontravam ao desenvolver adequadamente e/ou de forma

otimizada, seu metabolismo celular.
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4.4. Analise estatistica

Apos a anadlise dos dados obtidos, e os valores da parte do todo, os
resultados deste trabalho em relagdo a taxa de blastocisto e quantificacdo dos
blastocistos obtidos em diferentes nives de expansao foram analisados através do
teste estatistico de Qui-Quadrado, através do programa GraphPad Prism® versao
6.0 (Graphpad Software, Inc., USA). As diferengas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Monocamada de CeSAM para co-cultivo

As células mesenquimais utilizadas para o co-cultivo foram avaliadas 24
horas apds o plaqueamento e também ao final de 96 horas de cultivo celular.
Podemos observar na Figura 10 que as CeSAM aderiram na placa de cultura,
apresentando inicialmente morfologia fibroblastéide, com células alongadas,
ocupando a maioria da placa (Figura 10 — A e B) e expandindo-se de acordo com o
tempo de co-cultivo (Figura 10 — C e D).
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Figure 10: Fotomicrografia representativa da morfologia da monocamada de CeSAM no segundo e
no quinto dia de cultivo celular. (A) e (B) células mesenquimais estromais do fluido menstrual CeSAM em
cultura, 24 horas apés serem plaqueadas, com formato alongado e nucleos elipticos. (C) e (D) respectivas
células em cultura, 96 horas apdés serem plaqueadas. Imagens adquiridas por microscopia Optica de

contraste de fase. Barra de calibragao: 400um.

A tabela 1 mostra a quantificacdo e taxa percentual do desenvolvimento de
todos os embrides utilizados nos experimentos (n=8) deste estudo, representando

como os mesmos chegaram ao quinto dia de cultivo.
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Tabela 1. Taxas percentuais de blastocistos e embrides degenerados obtidos nos

experimentos.

Parametros Avaliados Total (n) Taxa percentual (%)

N° total de embrioes de 2 células coletados 151 -—

N° total de blastocistos obtidos 68 45,0%

N° de embrides degenerados 83 55,0%

Dados obtidos nas coletas de embrides de camundongos da linhagem
Balb/c, durante o periodo de abril a setembro de 2017.

5.2 Quantificagdao de blastocistos em trés microambientes de cultivo

Todos os grupos apresentaram blastocistos ao final de cinco dias de cultivo
celular. O grupo controle, apresentou 30,0% de formagao de blastocistos e 70,0%
restante de embrides classificados como degenerados. A figura 11 e a tabela 2
mostram que o grupo de co-cultivo com CeSAM apresentou aumento da taxa de
blastocisto em relagdao ao grupo controle (70,0%) e, consequentemente menor
indice de embrides degenerados (30,0%). Ja o grupo de meio condicionado em 72
horas mostrou caracteristicas semelhantes ao grupo controle, com percentual de
33,3% de formacao de blastocistos e 67,0% de embrides degenerados, conforme
apresentado na tabela 2. Os dados sao significativos com p<0,05.
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Figura 11: Grafico demonstrativo da quantificacdo de embrides no estagio
de blastocisto e embrides degenerados em cinco dias de cultivo. CeSaM: células
mesenquimais estromais derivadas do fluido menstrual; Condicionado: meio
condicionado com contato com CeSam por 72 horas. n embrides = 151. Valores

expressos em percentual (%). * P<0,05.

Tabela 2: Taxas percentuais de blastocistos e embridoes degenerados.

Condicao de
) Blastocistos Degenerados
cultivo
Controle 15/50 (30,0%) 35/50 (70,0%)
Cocultivo CeSaM 37/53 (70,0%) 16/53 (30,0%)
Condicionado 16/48 (33,0%) 32/48 (67,0%)
(72hr)

CeSaM: células mesenquimais estromais derivadas do fluido menstrual,

Condicionado: meio condicionado proveniente do contato com CeSam por 72 horas.
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5.3. Quantificacao dos blastocistos em diferentes estagios de

expansao

Os blastocistos obtidos apresentaram diferentes graus de expansao,
considerando os aspectos morfolégicos do embrido. Foram obtidos blastocistos
iniciais, expandidos, em “hatching” e que ja haviam completado o “hatching” no
quinto dia de desenvolvimento. A tabela 3 demonstra os valores absolutos e
percentuais referentes a cada tipo de expansao dos embrides. Os diferentes niveis
de diferenciacao de blastocistos podem ser comparados nas figuras 11 a 13.

Tabela 3. Taxas percentuais de blastocistos obtidos em diferentes
estagios de expansao celular.

Parametros avaliados Total (n) Taxa percentual
(%)
N° total de blastocistos 68 -
obtidos
Blastos iniciais 24 35,3%
Blastos expandidos 16 23,5%
Blastos em Hatching 27 39,7%
Blastos com Hatching 1 1,5%
total

Dados obtidos nas coletas de embrides de camundongos da linhagem Balb/c,
durante o periodo de abril a setembro de 2017. Quantificacdo percentual dos
blastocistos quanto aos seus diferentes estagios de expansao.
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Figure 11: Fotomicrografias representativas de blastocistos em

diferentes grau de expansdo. (A) um blastocisto inicial e (B) um blastocisto
expandido. Imagens adquiridas por microscopia de contraste de fase. Barra de

calibragdo: 100um.

Figure 12: Fotomicrografia representativa de blastocistos realizando o
hacthing, saindo da zona pelucida, em co-cultivo com CeSaM. Imagem
adquirida por microscopia Optica de contraste de fase. Barra de calibragdo: 100um.
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Figure 13: Fotomocrografia representativa de blastocisto com hatching
completo, totalmente fora da zona pelucida, em cocultivo com CeSAM. Imagem
adquirida por microscopia Optica de fase. Barra de calibracdo: 100um

5.4. Quantificagcao dos blastocistos de acordo com o grau de

expansao e microambiente de cultivo

Os blastocistos obtidos apresentaram diferentes graus de expanséo,
considerando os aspectos morfoldégicos do embrido. O grupo controle e o grupo de
cultivo em meio condicionado de 72 horas apresentaram a maioria dos embrides no
estagio de blastocisto inicial, enquanto o grupo de cocultivo com CeSAM apresentou
majoritariamente blastocistos em hatching e que ja haviam realizado o hatching
total. O grafico representado na figura 14 apresenta os dados percentuais deste
resultado.



31

Qualificacao Blastocistos

200~
Blast. Htch Total
Q Blast. em Htch
s 150+
= Bl Blast. Expand.
o * Blast. Inicial
& 1004
c
8 50+
0

| | | | | |
Controle CeSAM Condicionado

Figure 14: Grafico demonstrativo da quantificacao de de blastocistos em
diferentes estagios de expansdo em relagcido ao microambiente de cultivo.
Valores expressos em percentual (%). n de blastocistos = 68. Blast. Inicial:
Blastocisto inicial; Blast. Expand.: Blastocisto Expandido; Blast. Em Htch: Blastocisto
em hatching; Blast. Hich Total: Blastocisto em hatching total. CeSaM: células
mesenquimais estromais derivadas do fluido menstrual. Condicionado: meio

condicionado proveniente do contato com CeSam por 72 horas. P<0,05.

Tabela 4. Taxas percentuais de blastocistos em diferentes estagios de

expansao em relagao ao microambiente de cultivo.

Condicao de Blastos Blastos Blastos em Blastos com
cultivo iniciais expandidos Htch Htch total
Grupo 9/15 (60,0%) 4/15 (26,7%) 2/15 (13,3%) 0/15 (0,0%)
Controle

Grupo 8/37 (21,6%) 8/37 (21,6%)  20/37 (54,1%) 1137 (2,7%)
Cocultivo

CeSaM

Grupo Cond.  7/16 (43,8%)  4/16 (25,0%)  5/16 (31,3%)  0/16 (0,0%)
72 h

Valores absolutos e taxas percentuais do estagio de expansdo dos
blastocistos obtidos de acordo com os diferentes microambientes apds cinco dias de

cultivo. Grupo Cocultivo CeSaM: grupo em que os embrides estavam sendo
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cultivados com o cocultivo de CeSaM; Grupo Cond. 72 h: grupo em que os embrides
estavam sendo cultivados com meio condicionado pelo contato com as CeSaM por
72 horas. Blastos Em Htch: Blastocisto em hatching; Blast. com Htch Total:

Blastocisto em hatching total.
5.5. Levantamento de custos do protocolo de co-cultivo

Foi realizado o levantamento de custos necessarios para obtencéo,
isolamento e manutengao das CeSaM em dois cenarios distintos. O primeiro cenario
€ 0 caso das ceélulas serem cultivadas nos referentes centros de reprodugcao
assistida em que a paciente esta sendo submetido ao tratamento (tabela 5),
mediante aprovacdo e certificacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) que este local esta apto a manipular e realizar a expansao de tal tipo
celular. E o segundo cenario é o caso das células serem cultivadas em Centros de
Terapia Celular (CTC), ambientes obrigatoriamente regularizados pelos 6rgaos de
fiscalizagcdo da saude) e posteriormente enviadas aos centros de reprodugao ja na
passagem adequada, livre de contaminagdes e prontas para utilizagdo em um

protocolo de co-cultivo (tabela 6).
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Tabela 5: Levantamento de custos do cultivo da CeSaM realizado em um
centro de reproducdo assistida e do tratamento homodlogo de uma paciente,
incluindo o procedimento de pungdo, cultivo embrionario e transferéncia dos

embrides ao ambiente uterino.

Cultivo da CeSAM no centro de Tratamento de RHA homélogo / paciente
reproducao assistida (puncao, cultivo in vitro e transferéncia)
Meio de cultivo DMEM HIGH Meios de cultivo importados
Soro Fetal Bovino Suplementacao especifica de cada meio
EDTA Placas para puncédo e Placas para cultivo
Anfotericina Pipetas descartaveis
Placa de 35 mm e Placas de 100 mm Stripper e ponteiras especificas

Materiais descartaveis para manipulagao
Placa de 96 pocos
dos gametas

_ Bomba de aspiracao folicular e estrutura
Pipetas Transfer o o
especializada do centro cirurgico

Tubos de 15 ml e Criotubos Agulhas de aspiracéo folicular

Pote coletor Catéter de transferéncia

o o o Ambiente com controle de qualidade do ar
Tripsina, penicilina-estreptomicina _ »
com filtros especificos

Manutenc¢do de incubadoras, microscépio
Manutencéao de incubadoras, centrifugas,
invertido de micromanipulagéo, e cabines de
cabines de segurancga e fluxo laminar. o
segurancga bioldgica

Congelamento e armazenamento das . o
) _ Mao de obra especializada
células para uso posterior

B o Estrutura de laboratdrio, centro cirdrgico, e
Manutencdo dos materiais congelados ) _ )
ambiente com pressdo negativa.

= R$600,00 = R$12.000,00 - 14.000,00
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Tabela 6: Levantamento de custos do cultivo da CeSaM realizado em um

Centro de Terapia Celular e do tratamento homologo de uma paciente.

Cultivo da CeSAM proveniente de um
Centro de Terapia Celular (CTC)

Tratamento de RHA homélogo / paciente

(puncao, cultivo in vitro e transferéncia)

Meio de Cultivo DMEM HIGH

Meios de cultivo importados

Soro Fetal Bovino

Suplementacao especifica de cada meio

EDTA

Placas para puncéo e placas para cultivo

Anfotericina

Pipetas descartaveis

Placa de 35 mm e Placas de 100 mm

Stripper e ponteiras especificas

Placa de 96 pocos

Materiais descartaveis para manipulacédo dos

gametas

Pipetas Transfer

Bomba de aspiracao folicular e estrutura

especializada do centro cirurgico

Tubos de 15 ml e criotubos

Agulhas de aspiragao folicular

Pote coletor

Catéter de transferéncia

Tripsina, Penicilina-Estreptomicina

Ambiente com controle de qualidade do ar com

filtros especificos

Manuten¢éao de incubadoras,
centrifugas, cabines de seguranca e

fluxo laminar.

Manutenc¢do de incubadoras, microscopio invertido
de micromanipulacdo, e cabines de segurancga

biolégica

Estrutura de laboratdrio, controle do ar,

e ambiente com press&o negativa.

Mé&o de obra especializada

Congelamento e armazenamento das

células para uso posterior

Estrutura de laboratério, centro cirurgico, e

ambiente com press&o negativa.

Manutencdo dos materiais congelados

=R$ 3.600,00

= R$12.000,00 - 14.000,00
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Foram contabilizados os custos das ferramentas, produtos e servigos
essenciais, como meios de cultivo, solugcdes especificas de cultivo, maquinario,
congelamento e armazenamento das células. No caso das células provenientes dos
CTCs, ha a adi¢ao do custo de funcionamento e manutencéo da infra-estrutura do
local. Os itens foram precificados com valores atuais de 2018, e foi levado em

consideragao valores unitarios para cultivo de células autélogas.

Em paralelo, foi contabilizado o orcamento de um tratamento padrdo de
centros de reproducdo assistida, incluindo as etapas de puncéo folicular e cultivo
embrionario até o estagio de potencial transferéncia dos embrides ao ambiente
uterino. Foram consideradas ferramentas especificas como meio de cultivo,
materiais obrigatoriamente descartaveis, maquinario especializado, manutengao
mensal dos equipamentos, controle do ar e mao de obra altamente qualificada para
realizacao dos procedimentos. Os itens de dimens&o unitaria e descartaveis foram
precificados com valores atuais de 2018 e posteriormente somados aos gastos
especificos de funcionamento e manutencdo de um laboratério de reproducao

assistida.
6. DISCUSSAO

A utilizacdo de CeSaM como camada alimentadora em um modelo de co-
cultivo foi previamente estudado por Silva dos Santos em 2012. Neste trabalho, as
CeSAM foram utilizadas para manter o estagio indiferenciado de células-tronco
embrionarias com eficiéncia similar a camada alimentadora padrao utilizadas para
esse tipo de cultivo celular. Essa estratégia, do contato da CeSAM com células
embrionarias, ainda que no estagio indiferenciado, possibilitou a formulagdo da
hipétese testada em nossos experimentos, indo de encontro com os resultados
positivos obtidos por essa autora.

Considerando que os embrides humanos sado expostos a fatores de
crescimento oriundos da fisiologia feminina, presentes no percurso realizado
durante a passagem na tuba uterina e permanéncia no utero, propde-se que tais
fatores desempenham um importante papel quanto a diferenciacdo dos primeiros
estagios embrionarios e posteriormente no crescimento do embrido até o estagio de
feto (RICHTER, 2008). Tais fatores, com identificacdo ainda restrita diante da
grande diversidade em que sdo secretados, tiveram suas fungdes reconhecidas e
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atualmente ja fazem parte da composi¢cdo dos meios de cultivo comercializados

para a area de reprodugdao assistida (RITCHER, 2008).

Apesar de nao terem sido dosados no nosso estudo, ja foi demonstrado que
as CeSAM secretam fatores de crescimento como FGF-2, BMP4, TGF-B1, VEGF,
PEDF, HGF e IGF-1. Esses fatores de crescimento ndo sao exclusivos deste tipo
celular, sendo também encontrados em outras derivacbes de camadas
alimentadoras como a MEF (fibroblasto de embrides de camundongo), (SILVA DOS
SANTOS, 2012; BORLOGAN et al, 2010; LIU et al, 2018). A liberagdo destes é
indicativo de correlagdo positiva com os nossos resultados, que mostram maior taxa
de blastocistos gerados e maior grau de expansdo dos blastocistos no grupo de
cultivo onde o microambiente estava sendo otimizado com o co-cultivo de CeSAM.

Recentemente, a derivagdo de CeSAM foi descrita minuciosamente,
apresentando diversas caracteristicas imunohistoquimicas, celulares, de
concentragao, passagens e diferenciagéo (LIU ET AL, 2018). Como visto também
em nossos resultados, as passagens baixas (consideradas abaixo de P9) e a idade
das doadoras, entre 25-35 anos, proporcionam a melhor ploriferagdo dessas

células.

Ainda que o co-cultivo utilizado para aprimoramento do desenvolvimento
embrionario tenha sido realizado com diversos tipos celulares previamente
descritos, (BONGSO et al, 1989; WIEMER et al 1989; Seyed et al, 2009; Farouk,
Vlad, 2009; CDR, Rebecca, 2000; Almodin et al, 1999 ; Bavister et al, 1995 ;
Almodin et al, 2001) a utilizacdo da CeSAM entra neste contexto como um método
inovador e com a vantagem consideravel de ser um recurso obtido por um método
nao invasivo, com facilidades éticas e a potenciabilidade de atender a uma
demanda paciente-especifico, funcionando de maneira autoéloga.

Em nosso estudo o grupo controle apresentou taxa de formacdo de
blastocisto de 30%. Essa taxa, a principio, pode ser considerada baixa quando
comparadas aos testes de validagado dos meios de cultura comerciais. Nestes testes
de validagdo sao utilizados embrides de camundongo como ferramenta de
padronizacao e espera-se uma taxa de blastocisto de 70 a 80% (MORBECK ET AL,
2014). Entretanto, as condigbes de cultivo que sdo utilizadas nestes estudos

caracterizam-se geralmente pela utilizagdo de soro de suplementacdo sintética,
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distribuicdo de 10-12 embrides por gota, imersos em microgotas de 10-20ul,
cultivados em placas de 35 mm e cobertos por 6leo mineral (KATTAL et al, 2008).
Considerando-se que nossos experimentos foram realizados em placa de 96 pocos,
com 200 pl de meio, soro fetal bovino e 2-3 embrides por pog¢o, ndo podemos

comparar nossas taxas com as obtidas nos testes de meio.

Outra caracteristica do co-cultivo que pode representar mais um beneficio do
modelo estabelecido neste estudo, € a diminuigdo da rigidez da placa onde os
embrides estdo sendo cultivados. O autor Kolahi, em 2012, sugere que, a
monocama celular que funciona como camada alimentadora nos modelos de co-
cultivo promove um microambiente menos rigido e mais proximo da fisiologia
uterina, mimetizando o contato célula-célula e assim otimizando a manutengao in
vitro daqueles embrides (KOLAHI ET AL, 2012).

A cronologia adequada de desenvolvimento do embrido esta intimamente
ligada a sua qualidade e ao seu pontencial de implantacdo. Uma vez que embrides
portadores de metabolismos adiantados ou atrasados sdo propensos a presenca de
aneuploidias, o conjunto de indicios morfolégicos que devem ser observados em
fases especificas do cultivo in vitro sao parametros de qualidade confiaveis e
amplamente utilizados como indicadores de desenvolvimento e ferramenta principal
de escolha (KASER ET AL, 2018).

Os diferentes graus de expansdo que o blastocisto pode apresentar estao
correlacionados com o estagio da sua maturagao e a eficacia metabdlica das suas
estruturas, conferindo aos embrides distintas classificagbes morfoldégicas em relagéo
as suas estruturas e regulagdes celulares e moleculares (CHENG-HE YU ET AL,
2018; SESHAGIRI ET AL, 2009). Ao final de cinco dias de desenvolvimento, os
blastocistos saudaveis se encontram no grau de expansdo expandido, ou em
hatching parcial (KASER ET AL, 2018). O microambiente de co-cultivo, que
apresentou em maior quantidade os embrides em hatching e até mesmo com
hatching total, pode ser considerado o ambiente mais otimizado dentre os trés tipos
de cultivo que estavam sendo realizados, enfatizando assim, a nossa hipotese de
enriquecimento do microambiente através do co-cultivo com as CeSAM.

Apesar da utilizagdo do meio condicionado fazer parte de uma hipotese que
os fatores liberados pela CeSAM seriam suficientes para proporcionar um micro
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ambiente mais otimizado para os embrides, nota-se que o grupo com contato célula-
célula obteve maior quantidade de blastocistos e maior grau de expansdo dos
mesmos. Nossos resultados reafirmam que, como proposto por Bongso et al, 1991,
além dos fatores liberados no meio de cultivo, o contato embrido-célula é necessario
para conexdes celulares entre a zona pelucida e as “células alimentadoras”, para

que possa ser realizada a troca cruzada de glicoproteinas e outros metabalitos.

O custo de um tratamento de reproducao assistida pode variar muito diante
da realidade de cada paciente. Tratando-se de um ciclo a fresco, onde nido ha
necessidade de congelamento dos gametas, o custo meédio do tratamento no Brasil
fica em torno de quatorze mil reais, quando convertidos do valor do ddlar
(CHAMBERS et al, 2013). Custos adicionais podem ainda ocorrer, diante da
necessidade de doagdo de gametas femininos ou masculinos (SAUER, 2013),
analises genética dos embrides (COLLINS et al, 2017) ou gestagbes multiplas
(CHAMBERS et al, 2007). O levantamento de custos realizado neste estudo vai de
encontro com os dados encontrados na literatura em relacdo aos orcamentos de

tratamentos de reproducgao assistida no Brasil (CHAMBERS et al,2013).

O cultivo isolado da CeSAM apresentou dois possiveis orgamentos referentes
ao protocolo de co-cultivo. Quando proveniente de CTC, as células estardo sendo
manipuladas em ambiente estritamente controlado, conforme o controle de
qualidade dos laboratérios pertencentes a Rede Nacional de Terapia Celular
(RNTC, 2018) e por isso, representa uma adigdo monetaria diante do orcamento do
cultivo da CeSaM. Ja nos casos de centros de reprodugao aptos a manipulagédo das
CeSaM, o valor adicional para a utilizagdo do protocolo sugerido neste estudo €&
menor, devido ao aproveitamento da infra-estrutura especializada e controle

ambiental ja existente.

Mesmo caracterizando-se por uma quantia maior de dinheiro, o protocolo
envolvendo as células provenientes dos CTC ainda representa uma opcgao
alternativa de menor investimento monetario quando comparados a tentativas de
nao sucesso e gastos indiretos do tratamento (CHAMBERS, et al 2007). Sendo
assim, o ambito financeiro ndo parece representar uma limitacido para a possivel
implementagdo deste procotolo como metodologia alternativa, opcional e

complementar.
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Reunindo todos os resultados e diante da inovagao da utilizagdo das CeSAM
com esse propodsito, acreditamos que o protocolo desenvolvido nos experimentos
desde trabalho tem potencial de utilizagdo em centros de reproducgao assistida como
um produto complementar aos tratamentos, pois o processo estabelecido propde
otimizar o microambiente de cultivo de forma autéloga; tem a proposta de ser de
facil acesso, uma vez que todos os materiais necessarios para o co-cultivo ndo sao
especificos para este fim e podem ser encontrados em um laboratério de
reproducdo assistida e nao representa um incremento de custo consideravel diante

do orcamento de um ciclo reprodutivo assistido.
7. CONCLUSOES

O protocolo de co-cultivo realizado com as CeSAM foi estabelecido com

sucesso e alta eficiéncia.

As CeSaM sio capazes de otimizar um microambiente de cultivo,

beneficiando o desenvolvimento embrionario.

O meio condicionado pelo cultivo prévio com as CeSaM né&o favoreceu o

desenvolvimento embrionario quando comparado ao grupo controle.

O co-cultivo com CeSaM pode representar uma aplicacdo inovadora dos
modelos de co-cultivo no universo da reproducio assistida. Na época em que esses
modelos foram abordados, as CeSaM ainda n&o se apresentavam viaveis e bem

estabelecidas, enquanto hoje, representam uma alternativa em potencial.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitério Clementino Fraga Filho
_ Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.*408/09 Rio de Janeiro, 01 de Junho de 2009.
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Prof’. Regina Cocli dos Santos Goldenberg
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.
Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da
Resolugiio n.® 196/96 do Consclho Nacional de Saide ¢, devidamente
registrado na Comissfio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou ¢
emitiu parecer sobre a documentagdio referente ao protocolo de pesquisa
paginas 001 a 043 e seu respectivo Termo de Consentimento Livre ¢
Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 056/09 - CEP

Titulo: “Sangue menstrual: uma fonte alternativa de célula-
lromo."

Pesquisador (a) responsdvel: Prof. Regina Coeli dos Santos
Goldenberg

Data de apreciagdo do parecer: 28/05/2009

Parecer: "APROVADO"

Informo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatério
semestral, previsto para 28/11/2009, anual ¢/ou relatério final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL 13.d., da
Resolugdio n. ® 196/96 - CNS/MS).

Atenciosamente,

Qs W NN U

Prof. Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP
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HOSPITAL FEDERAL DE
BONSUCESSO -RJ W
ZADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacio da seguranca do uso de formulagdes celulares humanas em terapia celular
para o tratamento de infarto agudo do miocardio em modeio Dré-cumc.

Pesquisador:

Area Temitica:

Versio: 2

CAAE: 26046414.7.0000.5253

Instituicio Proponente: Hospital Federal de Bonsucesso - Ry
Patrocinador Principal:

DADOS DO PARECER

NGmero do Parecer: 643810
Data da Relatoria: 08052014

Apresentacio do Projeto:

As doengas cardiovasculares (DCV) representam um dos principais problemas de sadde no mundo, dada
sua prevaléncia, incidéncia, mortalidade e impacto econdmico.

As possibilidades atualmente disponiveis niio siio capazes de atender a 10dos 0s pacientes ¢

uma das mais promissoras possibilidades de conduta terapéutica que atuaimente esta sob extensa
investigaciio ¢ a terapia celular.

O presente projeto se propde a esclarecer 0s aspecios ainda desconhecidos no modeio animal de
cardiopatia isquémica em ratos infartados e poderd oferecer alternativas com formulacdes celulares
humanas especificas a serem testadas. Os resultados deste projeto terSio, portanto, implicagdes
extremamente importantes para posterior aplicacio clinica da terapia celular na cardiopatia isquémica.
Pesquisa experimental de caracteristica laboratorial @ estudo pré-clinico em modelo animal. Individuos de
ambos 0s sexos, submetidos & cirurgia ortopédica, serdo incluidos no estudo. Pacientes atendidos no
Servigo de Ortopedia do Hospital Federal de Bonsucesso serdio avaliados prefiminarmente quanto aos
critérios de incluslio e exclusio e tero amostras de sangue periférico coletadas anteriormente 3 cirurgia
para a realizagio de testes sanguinecs.

Em caso de sorologias reagentes, os doadores serdo notificados pela empresa e aconselhados a
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HOSPITAL FEDERAL DE Plataforma
BONSUCESSO -RJ %

~Teacho 30 Parecer. 643890

procurar onentagio médica. As amostras cujas sorologias sejam reagentes para HIV1/2, HCV ou HBsAg
serdo descartadas imediatamente aoés liberaciio do resultaco SOroIOOICC

Apbs a sedagio do paciente para a cirurgia ortopédica princical. as obiulas mononucieares

da medula 6ssea (CMMO) serdo obtidas por melo de aspirado de medula éssea (MO) na crista lllaca. O
AsS0Irado sera realizado em ambiente de centro Cirlirgico @ © volume de coleta sera de 10 miL.
omawwtwawmmammum
mawmrmamwamw no qual
a seguranca das formulagdes serd testada por meio de injectes locals em modelos de toxicidade em ratos
infartados.

Obietivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: EuommmmmeMMmma
diferentes fontes e seus efeitos sobre o miccardio infartado de ratos.

Objetivos esoecihicos

- Padronizacdo das técnicas de coleta, transporte, acondicionamento, Processamento ¢ preparo cas
formulagdes celulares numanas:

- Avaliacdo da bicdistribuiciio das céiuias apds a infusio em animais;

- Avaliagiio funcional do desempenho cardiaco nNosS animais com as respectivas formulagdes.
Avaliaciio dos Riscos ¢ Beneficios:

Nio existe beneficio imediato para os participantes e sim como um possivel tratamento para a isquemia
miocardica.

Detectamos 0s riscos de uma pungao de sangue periférico, assim como de uma pungao de medula entre 0s
parucipantes.

Comentirios ¢ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante por propiciar tratamento promissor em humanos 3 ser realizado em etapa posterior.
Envoive os riscos de uma puncao de medula 0ssea.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Os termos foram apresentados.
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HOSPITAL FEDERAL DE Plotaforma
BONSUCESSO - RJ ’%ﬂd

“uecso 0o Parecer: 643,810

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Apds avaliagio, o CEP-HFB consicerncu © projetd aorovack

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finals a critério do CEP:

NIMamos a Necessidade de cue seiam encaminhacos a este CEP relatdrios semestrais com os dados
narclals da pesquisa.

Solicitamos que, 30 término da pesquisa, seja encaminhada 2 esta Comisslio uma copia do Relatério Final.
“Cabe a0 pesquisador elaborar @ apresentar os relatérios parciais ¢ final™ (Rem X1.2.d da Resolucio 466/12)

~O DE JANEIRO. 12 de Maio de 2014

Assinaoor por:
CRISTINA CARVALHO VIANA DE ARAUJC
(Coordenador)
Endereco: Av. Londres 616
Bairro: Bonsucosso CEP: 2104109
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CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDQ &

Titulo do Projeto - Sangue menstrual: uma fonte alternativa de

Termo de esclarecimento:

Vocé estd sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa
intitulado Sangue menstrual: uma fonte alternativa de célula-tronco cujo objetivo é
identificar células-tronco humanas derivadas do sangue menstrual (CeSaM)
visando sua futura utilizacdo em ensaios pré-clinicos.

O procedimento fundamental para o inicio do projeto é coleta o sangue
menstrual, na qual a sua participacio serd Unica e essencial. O sangue menstrual
serd coletado vinte quatro horas apds © inicio do seu fluxo menstrual. A coleta
serd feita em um coletor de wrina que contém 5 mL de uma soluglio salina sem
céicio e magnésio, suplementada com penicilina, estreptomicina ¢ EDTA para
evitar contaminacéio e formacgéio de codgulos. Este serd o Unico procedimento que
vocé participard, a partir do sangue obtido poderemos identificar e caracterizar as
células-tronco derivadas do sangue menstrual. Este procedimento néo acareta
nenhum desconforto @ risco de vida para voct.

N&o ha beneficio direto para vocé Trata-se de um estudo experimental
testando a hipbtese de células com caracteristicas tronco, com algum potencial
terapéutico presentes no sangue menstrual, somente apds a caracterizacio da
célula a nivel celular e molecular é que poderemos passar para 0s ensaios pré-
clinicos e clinicos.

Em qualquer etapa do estudo, vocé poderda entrar em contato com a
pesquisadora responsdvel do estudo, a professora Regina Coeli dos Santos
Goldenberg, que poderd ser encontrada através do telefone (21) 25626559 ou
pelo email reoeli@biof ufrj br. Se vocé tiver alguma considerago ou duvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
~ Sala 01D0-46 - 1° andar, telefone 2562-2480 - email : ccp@hucifufribr.

E garantido a liberdade de ndo querer participar do projeto de pesquisa ou
de retirar 0 consentimento a qualquer momento, no caso da aceitago, sem
qualquer prejuizo.

As informacdes obtidas serdo anakisadas em conjuntos com as informagdes
obtidas de outras voluntarias, ndo sendo divuigada a identificagcdo de nenhuma
das voluntarias.

Avenida Carlos Chagas Filho, 373, Edificio do Centro de Ciéncias da Salde, Bloco G, 2*
andar/sala 53 - Cidade Universitiria - 21941-902 - Rio de Janeiro, Brazi
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participago. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo
orgamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo procedimento neste
tudo (nexo casual comprovado), vocé tem direito a tratamento médico na
Instituigéo, bem como as indenizagdes legaimente estabelecidas.

A pesquisadora responsdvel garante que utiizard os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Este material biolégico obtido serd utiizado somente para esta pesquisa,
néo sendo enviado ao extenor.

Termo de Consentimento

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes
sobre 0 estudo citado acima que i ou que foram lidas para mim.

Eu discuti com a Dra Regina Coeli dos Santos Goldenberg, sobre minha
deciso de participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais s8o 0s
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de
mommmqudeqna

durante © mesmo, mmwmwmawm
que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta Instituicdo.

Nome do sujeito da pesquisa

Assinatura do sujeito da pesquisa
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Anexo C - Aprovagio da Comissio de Etica de Uso de Animais em
Experimentagao Cientifica
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§FRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude - CCS

Rio de Janeiro, 7 de fevereiro de 2018

Prezada Professora Tania Maria Ruffoni Ortiga

A Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentagao Cientifica
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) sob o
numero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto intitulado: “Papel
das Células Mesenquimais Derivadas do Sangue Menstrual no Desenvolvimento
Embrionario em um Modelo Co-Cultivo.”, protocolo n° 108/16, sob sua
responsabilidade que envolve a produgéo, manutencao e/ou utilizagdo de animais para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), foi aprovado por esta comissao de ética, em reunido do dia 16/01/2018.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia do Projeto Até 07/03/2019

Espécie/linhagem Mus muscullus/Balb/c

N° de animais 36 animais

Peso/idade 15-20g / 4 semanas

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central de Camundongos dg
UFRJ - CCS - bloco E - subsolo - sal
E18. - UFRJ j

Atenciosamente;

bt

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Saiide, Bloco K, 2% andar -
Cidade Universitdria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania ufrj.br




