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RESUMO 

Introdução: A modelagem in vitro de um sistema de cocultivo tridimensional (3D), 

utilizando células endometriais humanas e eventualmente células embrionárias é uma 

área inovadora que surge com a possibilidade de aumentar o conhecimento da 

fisiologia endometrial e da implantação embrionária. Objetivos: Caracterizar um 

modelo de estudo 3D com células endometriais que permita estudos da fisiologia 

uterina. Material e métodos: Células endometriais foram isoladas de biópsias uterinas 

femininas (n=3), coletadas de acordo com protocolos de ética em pesquisa humana 

(IC-USP, CONEP). As biópsias foram digeridas com colagenase II/DNAse I e filtradas 

para retenção das glândulas endometriais. Estas foram tripsinizadas para obtenção de 

células epiteliais isoladas. Esferas magnéticas anti-CD105 (MACS) foram usadas para 

a seleção positiva e negativa de células endoteliais e estromais, respectivamente. A 

pureza das amostras uterinas foi avaliada por imunofluorescência/ imunohistoquímica 

para as seguintes proteínas: vimentina, citoqueratina, IGFBP1 e CD105/VEGFR2. O 

sistema de cocultura 3D incluiu a preparação de uma matriz extracelular composta por 

uma mistura de fibronectina, ácido hialurônico, colágeno V, colágeno I e colágeno III 

em um sistema Transwell contendo células estromais, sobre a qual as células 

endoteliais e epiteliais foram plaqueadas. Como um ensaio preliminar, trofectoderma 

de embriões aneuploides (n=3) foram coletados e inseridos sobre as células 

endometriais cultivadas em sistema 3D, onde permaneceram por 48 horas e então 

foram processados para análise histológica. Resultados: O isolamento, cultivo e 

preparo da matriz de suporte foram padronizados e as culturas caracterizadas. O 

endométrio reconstituído foi caracterizado morfologicamente por coloração H&E e 

imunohistoquímica mostrando uma organização típica em que células vimentina- 

positivas se mantinham viáveis e embebidas pela matriz extracelular. Células 

endoteliais e epiteliais depositadas sobre essa matriz se organizaram sob a forma de 

uma monocamada. Apenas um fragmento embrionário constituído por trofectoderma 

apresentou aderência às células endometriais. Conclusão: O sistema de cocultivo 

apresentou células endoteliais, epiteliais e estromais viáveis, com características 

semelhantes às observadas in vivo, no que tange a sua organização tecidual e a 

expressão de biomarcadores típicos. A adesão do trofectoderma a esta camada 

sugere que mecanismos associados à implantação embrionária podem ser estudados 

neste modelo. 

Palavras-chave: Endométrio, epitélio uterino, células estromais, matriz extracelular, 

trofectoderma. 



ABSTRACT 
 

Characterization of human endometrial cells in a 3D system: the model and its study 

possibilities 

 

Introduction: The in vitro modeling of a three-dimensional (3D) coculture system, using 

human endometrial cells and eventually embryonic cells, is an innovative area that can 

increase knowledge of endometrial physiology and embryo implantation. Objectives: 

Characterize a 3D study model with endometrial cells that allows studies of uterine 

physiology. Material and methods: Endometrial cells were isolated from uterine 

biopsies (n=3) collected according to human research ethics protocols (IC-USP, 

CONEP). Biopsies were digested with collagenase II/DNAse I and filtered to retain 

trypsinized endometrial glands to obtain isolated epithelial cells. Anti-CD105 magnetic 

beads (MACS) were used for the positive and negative selection of endothelial and 

stromal cells, respectively. The purity of uterine samples was assessed by 

immunofluorescence/immunohistochemistry for the following proteins: vimentin, 

cytokeratin, glycodelin, IGFBP1 and CD105/VEGFR2. The 3D coculture system 

included the preparation of an extracellular matrix composed of a mixture of fibronectin, 

hyaluronic acid, collagen V, collagen I and collagen III in a Transwell system containing 

stromal cells, onto which endothelial and epithelial cells were plated. As a preliminary 

test, trophectoderm from aneuploid embryos (n=3) were collected and inserted into 

endometrial cells cultured in a 3D system, where they remained for 48 hours and were 

then processed for histological analysis. The support matrix's isolation, cultivation and 

preparation were standardized, and the cultures were characterized. Results: The 

reconstituted endometrium was characterized morphologically by H&E staining and 

immunohistochemistry, showing a typical organization in which vimentin-positive cells 

remained viable and embedded in the extracellular matrix. Endothelial and epithelial 

cells deposited on this matrix organized themselves as a monolayer. Only one 

embryonic fragment made up of trophectoderm showed adherence to endometrial cells. 

Conclusion: The results show a coculture system with viable endothelial, epithelial and 

stromal cells, with characteristics similar to those observed in vivo, regarding their tissue 

organization and the expression of typical biomarkers. The adhesion of the 

trophectoderm to this layer suggests that mechanisms associated with embryonic 

implantation can be studied in this model. 

Keywords: Endometrium, uterine epithelium, stromal cells, extracellular matrix, 
trophectoderm. 
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1. INTRODUÇÃO 



33 
 

 

As características celulares e moleculares da mucosa uterina, ou endométrio, 

estão intrinsecamente associadas à sua capacidade de manter o concepto em seu 

interior. Em humanos e roedores, este processo é ainda mais crítico, na medida em 

que o embrião se aloja completamente no interstício deste tecido, que lhe propicia 

não só alojamento, mas proteção, nutrição e condições adequadas ao seu 

desenvolvimento. 

A inserção do embrião neste tecido se inicia com o processo dinâmico e 

complexo denominado de implantação embrionária. Durante as etapas deste 

processo, o concepto precisa estar adequadamente preparado, adotando estratégias 

diversas para garantir sua sobrevivência (ASHARY; TIWARI; MODI, 2018). 

Simultaneamente, o ambiente uterino também deve propiciar um ambiente adequado 

para permitir a intrusão e a sobrevivência embrionária. Esta é uma etapa crítica, uma 

vez que falhas nesse processo representam 75% das perdas gestacionais (WILCOX 

et al., 1988). Vale ressaltar também, que apenas 30% dos casais férteis saudáveis 

engravidam espontaneamente na primeira tentativa (ZINAMAN et al., 1996) 

indicando a complexidade da reprodução humana. A fertilização in vitro e técnicas 

de transferência embrionária têm ajudado no tratamento da infertilidade humana. No 

entanto, as taxas de implantação permanecem baixas, o que mostra, 

inevitavelmente, a necessidade de maiores estudos sobre os tecidos envolvidos na 

interação embrião-organismo materno e que garantam o sucesso gestacional 

(WANG; DEY, 2006). 

Questões éticas limitam a obtenção de novos conhecimentos sobre a 

implantação em humanos e, consequentemente, o nosso conhecimento sobre vários 

aspectos dos tecidos envolvidos nesse processo. Modelos utilizando roedores tem 

auxiliado a responder lacunas nestas interações, no entanto, nem todas as 

informações obtidas por essa via podem ser utilizadas quando se trata das 

especificas condições que se estabelecem em humanos. Estes trabalhos, entretanto, 

têm fornecido novos caminhos de estudo para a reprodução humana, na medida em 

que permitem por meio da manipulação gênica específica (deleção ou expressão 

aumentada de alguns genes) desvendar vias possíveis e mecanismos de sinalização 

molecular coordenada entre o endométrio e o blastocisto (EGASHIRA; HIROTA, 

2013). Mesmo assim, a literatura é unânime em admitir a necessidade de estudos 

complementares, utilizando modelos alternativos, para fornecer um conhecimento 
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específico à reprodução humana (WANG et al., 2012). 
 

Evidências apoiam firmemente a hipótese de que a implantação embrionária 

envolve uma multiplicidade de interações cruciais organizadas em cascata e que 

os papéis individuais e integradores dos componentes dos tecidos envolvidos têm 

que ser determinados para que se compreenda o fenômeno de forma globalizada. 

Neste estudo, focamos na caracterização de um modelo de reconstrução 

parcial do endométrio, para ampliar a possibilidade metodológica de estudos 

funcionais deste tecido, focando principalmente nas suas possibilidades de interação 

com o concepto ao longo da gestação. 

Entretanto, em que pese a relevância do conhecimento detalhado da fisiologia 

endometrial para os processos reprodutivos, a possibilidade de estudar seus 

mecanismos funcionais também pode propiciar novas abordagens na compreensão 

de sua senescência, patologias associadas e terapias possíveis. Neste contexto, 

modelos que permitam o estudo dessas abordagens incorporam novas dimensões e 

novas perspectivas na compreensão de processos fundamentais para a saúde 

feminina. 
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2.1 O endométrio e suas funções reprodutivas 

 

 
Estrutural e funcionalmente, a mucosa uterina, ou o endométrio, é dividida nas 

camadas funcional e basal. A camada funcional compreende seus dois terços 

superiores (distais ao miométrio) e é caracterizada por respostas específicas aos 

hormônios ovarianos e por se desprender na ausência destes hormônios 

(menstruação). Já a camada mais profunda, a basal, é responsável por regenerar a 

população celular da zona funcional após a menstruação (NGUYEN; SPRUNG; 

GARGETT, 2012). 

Histologicamente, o endométrio está revestido por um epitélio simples colunar, 

que invagina em direção ao tecido conjuntivo subjacente (estroma endometrial) para 

formar as glândulas uterinas (DEVI; DAMAYANTI; MATUM, 2018). Tanto o epitélio 

como as glândulas uterinas assumem diferentes funções durante a implantação e a 

manutenção do embrião no endométrio (DEMIR et al., 2002). 

Sob ação dos hormônios esteroides, alterações moleculares e funcionais 

ocorrem nos componentes epiteliais endometriais (PLAISIER et al., 2007; GARRIDO- 

GOMEZ et al., 2011; VINKETOVA et al., 2016). Principalmente sob a ação da 

progesterona, ocorre a indução da atividade secretora glandular, que passa a secretar 

uma ampla variedade de produtos, além de moléculas de caráter energético como a 

glicose (indispensável como fonte de energia para a placenta em desenvolvimento, 

[FLANNERY et al., 2018]) e o colesterol (essencial para a formação de membranas 

celulares e organelas, síntese de esteroides e regulação da transdução de sinais, 

[LONG et al., 2015; HEMPSTOCK et al., 2004]). Estas secreções também incluem 

glicoproteínas como a osteopontina, a uteroglobina e principalmente a glicodelina A, 

sendo essa última importante para o processo de implantação, na medida em que 

atua sobre células imunes e trofoblásticas (TOTH et al., 2008). As glândulas uterinas 

também sintetizam e liberam fatores de crescimento, como o fator de crescimento 

epidérmico (EGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator 

inibidor de leucemia (LIF) (HEMPSTOCK, 2004). 
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No epitélio superficial do endométrio também ocorrem modificações relevantes 

induzidas em grande parte pelos hormônios esteroides. De crucial importância, é a 

alteração no padrão de expressão de moléculas de adesão, o que determina a 

possibilidade de adesão do trofoblasto a este tecido. Dentre as muitas moléculas que 

participam deste processo se destacam as caderinas, selectinas e o CD98. As 

caderinas pertencem a uma família de glicoproteínas que participam de mecanismos 

de adesão celular dependente de Ca2+ (TAKEICHI, 1988). Em camundongos, a E- 

caderina é encontrada nas células do trofoblasto e no epitélio luminal uterino, durante 

o período de peri-implantação, indicando um papel no processo inicial de adesão 

(KADOKAWA et al., 1989; ROWLANDS et al., 2000). Selectinas (grupo de proteínas 

de ligação ao carboidrato) também estão envolvidas na adesão blastocisto-epitélio 

uterino. Evidências experimentais mostram que o bloqueio de L-selectina prejudica a 

ligação do trofoblasto no epitélio endometrial (GENBACEV et al., 2003). O CD98, uma 

glicoproteína multifuncional localizada na superfície apical do epitélio uterino, também 

é expressa durante a janela de implantação, o que sugere sua participação na adesão 

do blastocisto (DOMINGUEZ et al., 2010). 

A produção e funcionalidade dos esteroides ovarianos sobre o útero é primordial 

para suas funções reprodutivas e deve ser mantida durante toda a gestação, para que 

não haja descamação do endométrio funcional e, consequentemente, um aborto. A 

produção destes hormônios pelo corpo lúteo é mantida durante a primeira metade da 

gestação pelo trofoblasto, por meio de sua produção de gonadotrofina coriônica, de 

ação luteotrófica e, após esse período pela própria unidade materno-fetal 

(HANDSCHUH et al., 2007). 

O tecido conjuntivo endometrial (estroma endometrial) subjacente ao epitélio, é 

altamente especializado e capaz de transformar sua estrutura e funções sob a ação 

dos hormônios esteroides (UJVARI; GRAELLS BRUGALLA; HIRSCHBERG, 2020). 

Particularmente a presença da progesterona é fundamental para induzir complexas e 

essenciais alterações celulares e moleculares no endométrio, como por exemplo, o 

processo de decidualização, preparando o acesso e manutenção do embrião durante 

e após sua implantação (MURAKAMI et al., 2014; CRITCHLEY et al., 2020). 

Durante este processo, o estroma endometrial passa a ser denominado de 

decídua, um tecido adaptado para receber o embrião (KREGE et al., 1998; 

GELLERSEN; BROSENS, 2014). Embora a decidualização se inicie a cada ciclo 

menstrual, quando a gestação se inicia, ela evolui para etapas mais complexas desta 
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preparação (GARGETT; CHAN; SCHWAB, 2008). As principais funções desse tecido 

especializado são: controle da invasão trofoblástica (SHARMA; GODBOLE; MODI, 

2016), formação de um microambiente de regulação imunológica para aceitação do 

feto alogênico (MURATA; TANAKA; OKADA, 2021), produção de hormônios 

(CHEUNG et al., 2021), vascularização para a manutenção fetal (ROBSON et al., 

2019), resistência ao estresse oxidativo (ZHENG et al., 2020) e mecanismos de 

regulação hemodinâmica para a chegada de sangue arterial à placenta fetal 

(GNECCO et al., 2019). 

Do ponto de vista morfológico, o processo de decidualização inclui a 

transdiferenciação das células estromais endometriais que perdem suas 

características fibroblásticas (células fusiformes) e se transformam em células 

epitelióides, grandes, poligonais, por vezes multinucleadas e altamente 

especializadas (PAN-CASTILLO et al., 2018). Demais alterações nessas células que 

passam a ser denominadas de deciduais, incluem: acúmulo de glicogênio e lipídios 

no citoplasma (MORI et al., 2016), estabelecimento de complexos juncionais entre 

células vizinhas (ENDERS; SCHLAFKE, 1967; FINN; LAWN, 1967), expansão do 

conteúdo organelar, aumento da expressão de proteínas de matriz extracelular e 

produção de hormônios (PAN-CASTILLO et al., 2018). 

Os principais produtos das células deciduais são a prolactina (PRL) e a proteína 

I de ligação ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP1), comumente 

utilizados como marcadores do processo de decidualização (MASLAR;RIDDICK, 1979; 

GIUDICE; DSUPIN; IRWIN, 1992). Essas proteínas estimulam o crescimento e 

invasão do trofoblasto, previnem a rejeição imunológica, modulam a sobrevivência das 

células uNKs e promovem angiogênese local (IRWIN et al., 1993). Além disso, essas 

células também produzem relaxina e componentes da matriz extracelular (QIN et al., 

1997). 

Durante a decidualização, é possível notar um influxo de células imunes para a 

decídua. Estas células são principalmente células natural killer uterinas (uNKs, 

perfazendo cerca 70% dos leucócitos endometriais), macrófagos (cerca de 20%), e 

células T reguladoras (KING et al., 1989; LOKE; KING; BURROWS, 1995). Este 

repertório de leucócitos têm uma ativa participação em mecanismos de tolerância 

imunológica ao feto (MURATA; TANAKA; OKADA, 2021), remodelação vascular 

(HARRIS, 2010), angiogênese (QUENBY et al., 2009) e facilitação da migração 

trofoblástica (HANNA et al., 2006). Evidências mostram que as células deciduais 

participam do recrutamento destas células imunes, bem como da sua distribuição e 
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funções (PARK et al., 2010). 

Diferente das demais células NKs que existem no nosso organismo, as uNKs 

parecem não exibir funções citotóxicas (KALKUNTE et al., 2008). Quando estimuladas 

por citocinas, como a interleucina 15 (IL-15) e outros fatores solúveis (produzidos por 

células deciduais, células do sistema imune [VERMA et al., 2000] e células vasculares 

[CASTRO-RENDÓN et al., 2006]), secretam interferon-gama (IFN-γ), fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) e angiopoetinas, dentre outros fatores 

biologicamente ativos, que vão atuar na formação de novos vasos e na remodelação 

dos vasos arteriais (HANNA et al., 2006). Células deciduais e trofoblásticas também 

secretam fatores pró-angiogênicos, destacando a importância destes fatores na 

fisiologia da gestação (SMITH, 2001). Dentre estes, se destaca o papel 

desempenhado pelo VEGF induzindo também a proliferação das células endoteliais 

uterinas. Camundongos knockout para VEGF apresentam fraco desenvolvimento da 

rede vascular, falhas no processo de implantação e abortos recorrentes, o que 

enfatiza a condição sine qua non de uma rede vascular adequadamente adaptada 

para a implantação e placentação (FERRARA, 2004). 

Nesse contexto, a decidualização tem sido descrita como uma reprogramação 

do estroma endometrial que inclui organização de matriz extracelular, adesão celular, 

transdução de sinais, alterações metabólicas, respostas específicas ao estresse e aos 

processos inflamatórios e modulação da apoptose. Tudo isso garante propriedades 

bioquímicas e celulares únicas ao estroma endometrial permitindo a implantação do 

blastocisto de forma segura (NG et al., 2020). 

A relevância do tecido decidual tem sido apontada em casos de infertilidade 

feminina, como por exemplo a Falha Recorrente de Implantação (RIF). Nesta condição, 

mulheres submetidas ao procedimento de Fertilização In Vitro (FIV) com embriões de 

boa qualidade, repetidamente não obtiveram sucesso na fertilização (TICCONI et al., 

2021). Quando comparado com mulheres férteis, o endométrio destas pacientes 

apresentou alterações na sinalização da prostaglandina que é um importante indutor 

da decidualização, sugerindo uma possível falha nesse processo (ACHACHE et al., 

2010). A proliferação e diferenciação excessiva das células deciduais também está 

associado ao prejuízo da implantação embrionária (PLAKS et al., 2008), bem como a 

“resistência à decidualização”, que é a incapacidade do endométrio de decidualizar (NG 

et al., 2020). 
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2.2 As relações precoces entre o concepto e endométrio 

 
 

Em primatas e roedores, o embrião inicialmente adere à superfície endometrial, 

e em seguida invade o epitélio e seu tecido conjuntivo subjacente para alcançar os vasos 

uterinos, afim de formar a placenta (KIM; KIM, 2017). Este processo é definido como 

implantação embrionária, é responsável pela ancoragem do concepto ao endométrio 

e determina o início do desenvolvimento placentário. 

Ao chegar na cavidade uterina, o embrião, na fase de blastocisto, se posiciona no sítio 

de implantação e inicia um diálogo materno-embrionário de fundamental importância. 

Esta fase conhecida como fase de aposição, tem se mostrado um período de 

expressão de múltiplos genes e proteínas em ambos os organismos materno e 

embrionário e essencial para que a adesão subsequente ocorra (RAMATHAL et al., 

2010). 

Na medida em que a adesão embrião-epitélio endometrial prossegue, mediada 

pela expressão de moléculas de adesão (integrinas, caderinas, selectinas e 

imunoglobulinas (UCHIDA et al., 2012; APLIN; RUANE, 2017), ocorre a diferenciação 

das suas células periféricas − o trofoblasto − em citotrofoblasto, uma camada de 

células individualizadas e alta atividade proliferativa. As células oriundas desta 

proliferação se fusionam e formam uma camada externa sincicial em contato com o 

epitélio, o sinciciotrofoblasto (RUANE et al., 2020). 

Em estudos utilizando modelos primatas não humanos e células humanas em 

sistemas de cocultivo, foi possível identificar a penetração de projeções do 

sinciciotrofoblasto no epitélio endometrial até a sua lâmina basal, e o estabelecimento 

de junções intercelulares entre estas duas populações celulares (ENDERS et al., 1983; 

SMITH et al., 1987; RUANE et al., 2022). Após a degradação da lâmina basal o 

sinciciotrofoblasto alcança e se espraia no estroma endometrial. Esta invasão do 

estroma endometrial inclui também a abertura de capilares uterinos subepiteliais 

(CROSS; WERB; FISHER, 1994; TORRY et al., 2007). Muitos estudos tentam explicar 

esse processo invasivo inicial do trofoblasto, mas com as óbvias limitações 

experimentais este mecanismo acaba permanecendo no campo especulativo. 

 
2.3 O papel da matriz extracelular endometrial 

 
 

Um ponto importante na interação endométrio-blastocisto é o suporte fornecido 

no tecido decidual pelos diferentes componentes da matriz extracelular (MEC). 
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Evidencias experimentais mostram que esta MEC não é apenas um substrato 

estrutural passivo (STREULI, 1999). Papéis específicos atribuídos a estes 

componentes incluem a regulação da intrusão do blastocisto, o controle da invasão 

trofoblástica e a formação de uma placenta eficiente e funcional (DAMSKY; 

SUTHERLAND; FISHER, 1993; TURPEENNIEMI-HUJANEN et al., 1995). 

A MEC endometrial é rica em proteínas fibrosas e proteoglicanos, com funções 

de suporte, integração entre as células locais e sinalização bioquímica (IOZZO, 1998). 

A interação células - MEC se dá por meio de moléculas de adesão presentes na 

superfície das células, tais como integrinas e selectinas, através das quais há indução 

de sinalizações celulares específicas que regulam o fenótipo e o comportamento 

dessas células (KIM; TURNBULL; GUIMOND, 2011). No endométrio, esse arcabouço 

é dinâmico, em constante remodelação, o que é essencial para manter a homeostase 

endometrial (O’CONNOR et al., 2020). 

Durante as fases do ciclo menstrual, e sob regulação hormonal, a deposição de 

componentes da MEC endometrial sofre variações importantes. Sob a ação da 

progesterona, o colágeno tipo VI e a fibronectina são encontrados apenas nas paredes 

dos vasos sanguíneos, enquanto colágeno tipo V, torna-se abundante durante toda a 

fase de decidualização. Células decidualizadas também contribuem com a síntese de 

colágeno tipo IV, laminina e proteoglicanos de heparan sulfato (APLIN; CHARLTON; 

AYAD, 1988). 

Evidências mostram que componentes da MEC também são vitais para a 

regulação da invasão trofoblástica, no entanto, muitos desses estudos evidenciam 

apenas o papel desses componentes na invasão embrionária mais tardia após a 

implantação embrionária (LALA et al., 2021). Com um processo invasivo que se 

assemelha ao de células tumorais, a invasão de células trofoblásticas no endométrio 

requer a ligação a componentes da MEC, alterações no citoesqueleto que levem ao 

movimento direcionado e degradação pontual da MEC para o avanço pelos espaços 

degradados. Nestas interações, um papel crucial tem sido atribuido à laminina e a 

fibronectina, nas fases iniciais de fixação/ancoragem do trofoblasto. Um aspecto 

regulatório importante neste processo é a capacidade de produção de enzimas que 

degradam a matriz (exemplo: metaloproteinases) por parte do trofoblasto e a de 

inibidores dessas enzimas produzidos pela decídua (IRVING; LALA, 1995; LALA et 

al., 2021). 

Disfunções de elementos da MEC tem sido relacionados a falhas no processo 

de implantação. Estudos mostraram que níveis de colágeno tipo IV, fibronectina e 
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laminina foram encontrados reduzidos ou ausentes na fase secretora de mulheres 

inférteis (BILALIS; KLENTZERIS; FLEMING, 1996). Nestes casos, a ausência ou 

redução no suporte estrutural necessário para a invasão trofoblástica parece ser um 

fator chave para o insucesso do processo de implantação embrionária. 

 
2.4 A vascularização endometrial e seu papel na manutenção do concepto 

 
Ramificações da artéria uterina adentram o miométrio e dão origem às artérias 

espiraladas no endométrio, que formam uma densa rede de capilares (sinusoidais) na 

região subepitelial. Os componentes celulares destes vasos arteriais são responsivos 

a hormônios (ROBERTSON, 1976; PEEK; LANDGREN; JOHANNISSON, 1992). Sob 

ação estrogênica, há crescimento das artérias espiraladas na camada funcional 

(DEANS; ABBOTT, 2010; CHEN; CHANG; YAO, 2013), enquanto sob a ação da 

progesterona (fase secretora do ciclo menstrual) essa rede de vasos se remodela e 

amadurece para aumentar a resistência vascular e se preparar para implantação 

embrionária (AMER et al., 2010; CHEN; CHANG; YAO, 2013). 

Durante a implantação, as imagens obtidas de embriões humanos sugerem que 

o trofoblasto abre os capilares endometriais subepiteliais estabelecendo uma 

continuidade vascular com esses componentes, possivelmente por meio de junções 

intercelulares com estas estruturas. Este acesso ao plexo venoso subepitelial e 

consequentemente ao sangue materno, permite a liberação de gonadotrofina 

coriônica na circulação periférica para alcançar o corpo lúteo e mantê-lo ativo 

produzindo progesterona para a manutenção do endométrio funcional (ENDERS, 

2007). Além disso, provê níveis de oxigênio e nutrientes para as primeiras etapas de 

diferenciação embrionária, antes que a placenta esteja plenamente formada e sem a 

qual não há manutenção do metabolismo embrionário (PIJNENBORG, 1998; 

BENIRSCHKE; KAUFMANN, 2006). O fato deste sangue ser obtido via circulação 

venosa, permite ainda, o desenvolvimento de um ambiente de fluxo mais lento e 

adequado às trocas moleculares (PATEL et al., 2010). Apesar da extrema importância 

deste processo, não há dados que indiquem que mecanismos de invasão e controle 

estão envolvidos nesta etapa da gestação em humanos. 

Devido às propriedades exclusivas de diferenciação, invasão e sinalização que 

ocorrem na implantação humana, o estudo advindo de outros animais não pode, até 

o momento, ser diretamente extrapolado (ZAMBUTO; GLANCY; HARLEY, 2019). 

Estudos em macacos e babuínos, entretanto, mostram caminhos possíveis para 

essa 
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etapa em humanos (CARTER et al., 2015). No entanto, detalhes deste processo 

também não foram estudados nestes animais. 

 

2.5 Disfunções endometriais e infertilidade 
 

Relatório recente publicado pela Organização Mundial de Saúde (OMS), relata 

a alta incidência de infertilidade (1 em cada 6 pessoas em todo o mundo), incluindo a 

infertilidade como um grave problema de saúde pública que inclui diferentes patologias 

associadas além de afetar o bem-estar mental e psicossocial das pessoas (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2023). Nesse universo, grande parte envolve disfunções 

uterinas e, particularmente, falhas de implantação. Acredita-se que cerca de um terço 

destas falhas estejam associadas à receptividade endometrial prejudicada (ALTMÄE 

et al., 2017; TOMARI et al., 2020). São alguns exemplos de patologias conhecidas que 

incluem disfunções endometriais e que estão associadas à infertilidade: endometrite 

(SINGH; SETHI, 2022), endometriose (KOLANSKA et al., 2021), adenomiose 

(SZUBERT et al., 2021), pólipos endometriais (RSHOUD et al., 2022), hiperplasia e 

câncer endometrial (TIAN et al., 2020). Além disso, fatores como desregulação das 

células imunes do endométrio, também parecem estar envolvidos com perdas 

gestacionais (PARVANOV et al., 2023). Nestas patologias ocorre um desbalanço entre 

os componentes endometriais e o desvio total ou parcial de suas funções o que 

centraliza na incapacidade do endométrio em sustentar a implantação ou a 

manutenção do concepto em seu interior. Os mecanismos moleculares envolvidos em 

cada uma destas patologias tem sido alvo de inúmeros estudos, mas infelizmente, 

ainda não completamente associados a terapias que permitam o retorno à fertilidade. 

Neste contexto, direcionar estudos que possam contribuir para minimizar este 

problema social e de saúde, que gera um devastador ônus econômico e pessoal aos 

casais e aos serviços de saúde pública é, desta forma, central e primordial. 

 
2.6 Estudando sistemas biológicos 

 

O estudo dos processos biológicos (fisiológicos ou patológicos) exige o uso de 

ferramentas apropriadas e diversas, que permitam responder questões em diferentes 

níveis (molecular, celular e tecidual). Estes estudos incluem desde a análise de 

processos e moléculas em indivíduos desafiados ou não a diferentes condições 

experimentais (estudos in vivo), até análises de mecanismos biológicos, também em 

diferentes níveis, em sistemas in vitro. 

 

No sistema in vitro, a cultura de células e tecidos tem contribuído de maneira 
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crucial na compreensão de mecanismos vitais e suas alterações e respostas mediante 

estímulos específicos de diferentes naturezas. Recentemente, a engenharia de tecidos 

trouxe também a possibilidade de criação de tecidos artificiais para substituir ou reparar 

tecidos danificados, abrindo novos horizontes às técnicas de cultura de células em 

estruturas tridimensionais para a regeneração tecidual. 

 
 

2.7 Sistemas de culturas tridimensionais 

 
A estrutura celular, a disposição espacial e o diálogo célula-célula e célula- 

microambiente estão interligados e são essenciais em várias dinâmicas celulares, tais 

como: migração, crescimento, proliferação, diferenciação e morte e padrão distinto de 

expressões gênicas. Os modelos experimentais in vitro têm como objetivo imitar as 

condições in vivo da melhor forma possível, o que nem sempre pode ser alcançado. 

Estudos envolvendo culturas 2D trouxeram uma grande contribuição para um 

maior entendimento de diversos funcionamentos biológicos. No entanto, as 

simulações de caráter fisiopatológico encontrado em sistemas orgânicos complexos 

in vivo demarcam a fronteira desse modelo (VIDI et al., 2013). Dentre essas limitações, 

destaca-se a incapacidade de organização espacial das células em tecidos e suas 

interações com células de outros compartimentos teciduais. Mais recentemente, a 

possibilidade e eficácia de modelos 3D, permitindo essas interações, ultrapassando 

algumas das limitações do sistema 2D, tem mostrado novas oportunidades de estudo 

(SCHUTTE et al., 2012). O sistema de cultura 3D permite a criação de complexos 

teciduais e uma maior riqueza de detalhes quanto a sua configuração espacial e 

funcional. Além disso, também pode propiciar um microambiente que favoreça a 

comunicação de diferentes tipos celulares e entre estes tipos celulares com os 

componentes da matriz extracelular (VIDI et al., 2013). 

Atualmente existe uma grande variedade de métodos de cultivo tridimensional. 

Basicamente, estes modelos tentam mimetizar os constituintes da matriz extracelular 

através de hidrogéis à base de biopolímeros naturais/sintéticos como scaffolds para 

a incorporação de diferentes tipos celulares. Estes modelos trazem a vantagem de 

reconstruir a integridade morfológica e funcional do tecido e não de células isoladas 

(DUVAL et al., 2017). Na medida em que mimetizam as características de órgãos ou 

tecidos específicos, estes modelos – organoides - têm sido uma ferramenta inovadora 

no estudo do desenvolvimento, função e patologias de órgãos humanos. Também, 

tem se mostrado ferramentas essenciais na avaliação da eficácia e toxicidade de 
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medicamentos, mecanismos de infecções e terapias específicas. 

 
 
 

2.8 Uso de modelos 3D em reprodução 

 
Recentemente, estudos tem mostrado a construção de modelos tridimensionais 

para mimetizar o endométrio e abordar diferentes problemas reprodutivos. Abbas e 

colaboradores (2020) utilizaram amostras de tecido endometrial retiradas de abortos 

humanos (6 a 12 semanas de gestação). Estes autores mostraram o isolamento e 

cocultivo de células estromais e epiteliais em uma matriz 3D de colágeno tipo I. Outro 

estudo, utilizou células estromais e epiteliais de útero bovino na fase lútea inicial. As 

células estromais foram cultivadas até que produzissem sua própria matriz 

extracelular, sobre a qual, o epitélio foi adicionado (DÍEZ et al., 2023). 

No que tange à invasão trofoblástica, You e colaboradores (2019) utilizaram um 

sistema 3D complexo envolvendo células estromais e esferoides compostos de células 

da linhagem trofoblásticas Sw.71. A invasão trofoblástica também foi estudada em um 

modelo utilizando linhagens de células de citotrofoblasto extraviloso automontadas em 

esferoides 3D (WONG et al., 2019). Nishiguchi e colaboradores (2019), também 

optaram por um sistema complexo de cocultura 3D, utilizado células citotrofoblásticas 

vilosas primárias, cultivadas sobre tecido uma matriz contendo linhagens de células 

endometriais, afim de mimetizar a barreira placentária. (NISHIGUCHI et al., 2019). 

Este sistema tridimensional também foi utilizado para estudos sobre a diferenciação 

de células tronco embrionárias humanas em trofoblasto (HORII et al., 2020). 

Utilizando um complexo e dinâmico modelo 3D utilizando câmara de biorreator 

para hospedar a placenta bioimpressa e integrada a uma bomba peristáltica, Kuo e 

colaboradores (2019) mostraram que células da linhagem trofoblástica HTR8-Sv-neo 

podem induzir apoptose em células endoteliais obtidas de cordão umbilical através da 

regulação positiva de fosfatidilserina e CASP3 e CASP9. 

Recentemente, PARK e colaboradores (2022), através de implante em chip, 

reconstruíram a organização estrutural tridimensional da interface materno-fetal para 

avaliar a invasão do trofoblasto extraviloso no endométrio. Esses autores utilizaram 

células primárias obtidas de placentas humanas de primeiro trimestre, e mostraram 

que as artérias endometriais sofreram apoptose induzida pelo trofoblasto extraviloso, 

durante o processo de remodelação vascular. Esse processo foi avaliado pelo aumento 

da expressão de caspase 3 (PARK et al., 2022). 
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Apesar do notável avanço das técnicas empregadas para análise da interface 

blastocisto-endométrio, ainda há hiatos a serem preenchidos no que diz respeito aos 

processos envolvidos. Diferente das interações tardias do processo gestacional 

utilizando citotrofoblasto extraviloso e endotélio vascular arterial, que têm recebido 

maior atenção científica, as fases iniciais do processo de implantação embrionária 

humana e que compreende as relações diretas entre as células trofoblásticas e 

endometriais, ainda são muito pouco exploradas e conhecidas. Neste contexto, 

modelos que permitam esses estudos podem ter grande valia para a ampliação do 

conhecimento dos processos envolvidos na fisiologia uterina e reprodutiva. 
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3. HIPÓTESE E OBJETIVOS 
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3.1 Hipótese 

 
Nossa hipótese é que a reconstrução parcial de endométrio em um sistema de 

cocultivo 3D é um método viável para estudos da fisiologia endometrial. 

 
3.2 Objetivo Geral 

 
Este estudo tem como objetivo caracterizar um modelo de estudo 3D que sirva 

de base para estudos da fisiologia endometrial e implantação embrionária. 

 
 

3.2.1 Objetivos específicos 

 
• Isolar e caracterizar células uterinas oriundas de biópsias endometriais 

humanas. 

• Manter as células endometriais estromais em uma matriz extracelular capaz 

de sustentá-las em um arranjo tridimensional. 

• Caracterizar morfologicamente o sistema de cocultivo nas quais células 

endometriais (endoteliais) revistam um tecido conjuntivo reconstituído 

contendo células estromais em matriz extracelular. 
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4.1. Obtenção das biópsias endometriais 

 
As células endometriais foram isoladas e congeladas a partir de fragmentos de 

biópsias de endométrio de mulheres de casais com fator masculino de infertilidade e 

com indicação de tratamento por fertilização in vitro. As amostras foram obtidas na 

Clínica Huntington de Reprodução Humana, por pessoal clínico especializado (n=3). 

Como parte de suas análises clínicas, essas mulheres foram submetidas a biópsias 

endometriais para análises gênicas específicas e concordaram em doar um fragmento 

da biópsia para esse estudo. O delineamento experimental recebeu a aprovação do 

Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (Plataforma Brasil, CAAE: 

31433520.1.0000.5467; 72592823.0.0000.5467) e da Comissão de Ética para 

Estudos em Humanos. Todo material foi coletado após o consentimento das pacientes 

a partir da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para doação 

de material biológico para pesquisa. 

Critérios de inclusão: Foram incluídas no estudo mulheres saudáveis com 

idade ≤ 35 anos, com ambos os ovários, sem anomalia pélvica e/ou uterinas 

clinicamente significativas; com dosagens séricas hormonais dentro dos limites de 

normalidade (FSH, LH). 

Critérios de exclusão: Foram excluídas do estudo mulheres que: apresentaram 

doenças crônicas, degenerativas, genéticas ou autoimunes ou ainda que estiverem 

reconhecidamente infectadas por HIV, HCV ou HBV; utilizaram medicamentos de 

forma crônica; apresentaram hidrossalpinge ou adenomiose; portadoras de 

malformações uterinas; ou que realizaram cirurgia prévia uterina, como miomectomia 

ou curetagem. 

O fragmento destinado a experimentação foi inserido em meio de transporte 

estéril (meio de cultura DMEM/F12 [Dulbecco's modified Eagle's/F12 medium, 

Sigma®-Aldrich] e 1% de solução de antibióticos [50 U/mL penicilina; 0,05 mg/mL 

estreptomicina, Gibco]) imediatamente após a sua coleta e transportado em gelo para 

o Laboratório de Estudos da Interação Materno- Fetal do Departamento de Biologia 

Celular e do Desenvolvimento do ICB-USP. 
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4.2. Isolamento das células endometriais 
 

O protocolo de isolamento das células endometriais foi iniciado com a digestão 

enzimática dos fragmentos das biópsias uterinas. Parte das células obtidas foram 

utilizadas para caracterização da população e parte congeladas para serem utilizadas 

durante as fases experimentais. 

O procedimento de isolamento incluiu as seguintes etapas: 

1) Lavagem das biópsias em meio Hank salino balanceado e livre de íons cálcio e 

magnésio (HBSS, Hanks’ balanced salt solution, Sigma). 

2) Dissociação celular por meio de digestão enzimática com colagenase II (1mg/mL, 

Sigma) e DNAse I (0,1 mg/mL, Sigma) em HBSS, seguida de adição de meio 

contendo 20% de soro bovino fetal (SBF, Cultilab). 

3) Filtragem em filtro de 70 µm (Cell Strainer; BD) para retenção das glândulas 

endometriais. 

4) As estruturas retidas foram tratadas com tripsina (0,05%, Gibco) por 30 min, 

seguida de adição de meio contendo 20 % SBF, para neutralização da atividade 

enzimática. Estas células foram designadas epiteliais e foram centrifugadas a 800 

rpm por 4 min e ressuspendidas em meio DMEM/F12 suplementado com 10% 

SBF e antibióticos (50 U/mL penicilina/0,05 mg/mL estreptomicina) para cultivo 

em placas de 24 poços. Após a confluência estas células foram expandidas por 

duas passagens seguidas, após o que foram ou congeladas a -80oC para uso nos 

experimentos futuros ou replaqueadas para determinação de curvas de 

crescimento e caracterização imunohistoquímica para avaliação dos tipos 

celulares presentes na cultura. 

5) As células que ultrapassaram o filtro (item 3) receberam meio DMEM/F12 

contendo 20 % SBF, para neutralização da atividade enzimática e foram 

submetidas a seleção por meio de beads magnéticos para separação dos 

componentes celulares presentes no estroma endometrial. 

 
 

4.3. Seleção e cultura das células presente no estroma endometrial 
 

As células obtidas após a digestão enzimática das biópsias foram submetidas a 

seleção positiva em coluna imunomagnética MACS, com microbeads magnéticos 

acoplados ao anticorpo primário anti-CD105 (Milteny, Biotec Inc.). A seleção 

obedeceu às instruções do fabricante, que brevemente incluíram: 

1) Incubação por 15 min para a ligação antígeno-anticorpo das células com beads 
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magnéticos aderidos ao anticorpo anti endoglina (CD1O5): componente do 

receptor para TGF-β, altamente expresso em células endoteliais. 

2) Adesão das células aderidas ao anticorpo à parede do tubo com o auxílio de 

um imã (sistema magnético MACS - Milteny Biotec Inc.). 

3) Lavagem das células não aderidas à parede do tubo (seleção negativa) com 

meio de cultura e coleta destas células que foram designadas células 

estromais. 

4) Liberação e coleta das células aderidas aos beads (seleção positiva) por 

pressão aplicada ao tubo, compondo a população de células positivamente 

selecionadas pelo anticorpo anti-CD105: aqui denominadas de células 

endoteliais. 

Todas as células foram ressuspendidas em meio DMEM/F12 suplementado 

(10% SBF, 0,05 mg/mL piruvato de sódio, 0,5 mg/mL lactato de cálcio, 1% 

aminoácidos não essenciais,0,2 µg/mL insulina, 4 mg/mL albumina sérica bovina, 300 

pg/mL β-estradiol, 20 ng/mL progesterona e antibióticos [50 U/mL penicilina/ 0,05 

mg/mL estreptomicina, Gibco®], plaqueadas isoladamente em placas de 24 poços 

(Corning) e mantidas em cultura a 37°C, em atmosfera úmida, contendo 5% de CO2. 

Assim como as células epiteliais, após a confluência as células foram expandidas por 

duas passagens seguidas e, congeladas a -80ºC para experimentos futuros ou 

replaqueadas para determinação de curvas de crescimento e caracterização celular. 

 
4.4. Crescimento das células obtidas em condições de cultivo 

 
Para determinação das características de crescimento, as células epiteliais, 

estromais e endoteliais foram plaqueadas em placas de 24 poços na concentração 

inicial de 2x104 células/poço. A cada 24 horas, as células viáveis e inviáveis foram 

contadas utilizando-se a técnica de exclusão de células não vitais coradas pelo azul 

de Trypan (Sigma Co., EUA). Para essas contagens, as células eram incubadas com 

tripsina 0,25%, (Instituto Adolfo Lutz, SP) por 5 minutos, coletadas e centrifugadas 

(800 rpm, 5 min), incubadas em meio contendo 10 % de SBF e contadas no 

equipamento Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen). As contagens foram 

realizadas em triplicatas e realizadas após 24, 48 e 72 horas do plaqueamento inicial 

e utilizadas para a preparação de curvas de crescimento. 
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4.5. Caracterização das células isoladas 

 
 

Para caracterizar o isolamento, células epiteliais, endoteliais e estromais foram 

submetidas a imunorreações (imunofluorescência ou imunohistoquímica) para a 

localização de biomarcadores destas três populações celulares, como se segue: 

− Para células estromais – vimentina (filamentos intermediários presentes em 

células de origem mesenquimal) e presentes em fibroblastos, células deciduais, 

células endoteliais e células imunes. 

− Para células deciduais – IGFBP1 (Proteína 1 de ligação do fator de 

crescimento semelhante a insulina). 

− Para células endoteliais - endoglina [CD1O5] ou receptor 2 do fator de 

crescimento vascular endotelial [VEGFR2]. 

− Para células epiteliais – citoqueratina (filamento intermediário presente nos 

epitélios). 

O protocolo de caracterização por imunorreações incluiu: i) fixação das células 

com 2% paraformaldeído em 0,1 M tampão fosfato-salina pH 7,2 (PBS, Sigma) por 1 

h e em seguida lavadas com este mesmo tampão; ii) bloqueio dos sítios antigênicos 

inespecíficos (BSA a 1% em PBS por 20 minutos); iii) incubação com os anticorpos 

primários (conforme Tabela 1); iv) incubação com anticorpos secundários por 1 h em 

câmara úmida, a 37oC. 

Para as reações de imunofluorescência, as amostras foram montadas com o 

meio de montagem DAPI (4',6 diamidino-2-fenilindole dihidroclorídrico, Vectashield®, 

Vector Lab.) e analisadas no microscópio de fluorescência Axioskop2 (Carl Zeiss, 

Alemanha). 

Para reações de imuno-histoquímica, as células foram antes dos procedimentos 

acima mencionados, submetidas ao bloqueio da peroxidase endógena (peróxido de 

hidrogênio a 3% em PBS). Ao final, a peroxidase foi revelada utilizando se o kit Fast- 

DAB (Sigma-Aldrich) por 5 minutos e as células contracoradas com Hematoxilina de 

Mayer por 3 minutos. Reações controle tiveram os anticorpos primários omitidos das 

reações de imunofluorescência e imunohistoquímica. 

O número de células reativas e de núcleos DAPI-positivos ou Hematoxilina- 

positivos foram contados em 6 campos microscópicos (×400) distintos e 

randomicamente obtidos, de três culturas realizadas em diferentes ocasiões para cada 
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um dos marcadores utilizados. A relação entre o total de células reativas pelo total de 

núcleos foi obtida para o cálculo percentual de cada tipo celular presente nos três 

grupos de amostras (células epiteliais, endoteliais e estromais). Os resultados foram 

mostrados como média  desvio padrão ou erro padrão da média conforme 

identificado nas legendas. 

 
Tabela 1 – Anticorpos primários 

 
 

Proteína/ 

biomarcador alvo 

 

Anticorpos primários/secundários 

 
Citoqueratina (CK) 
Células epiteliais 

Anti-citoqueratina 7 humana, produzida em rato (Dako) 
   

Anti-IgG de rato, produzido em coelho conjugada a peroxidase 
(Dako) ou FITC (Sigma) 

Vimentina (Vim) 
Células de origem 

mesenquimal 

Anti- vimentina produzida em rato (Biogenex) 

Anti-IgG de rato, produzido em coelho conjugada a peroxidase 
(Dako) ou FITC (Sigma) 

 
CD105 

Células endoteliais 

Anti-CD105 humano, produzido em camundongo (Abcam®) 
   

Anti-IgG de camundongo produzido em cabra conjugada a 

peroxidase(Dako) ou FITC (Sigma) 

 

IGFBP1 
Células deciduais 

Anti-IGFBP1 produzido em camundongo 

   
Anti-IgG de camundongo produzido em cabra conjugada a 

peroxidase(Dako) ou FITC (Sigma) 

 
 

4.6. Construção do ambiente 3D 

 
O ambiente 3D (Figura 1) foi construído utilizando-se uma mistura de 

fibronectina, colágeno V, colágeno I, colágeno III e ácido hialurônico (todos obtidos da 

BD) nas concentrações finais de 0,04 μg/mL, 0,04 μg/mL, 320 μg/mL e 320 μg/mL, 300 

µg/mL respectivamente, preparados conforme previamente descrito (CHEN et al., 

2008) em um volume final de 180 µL. A essa mistura era então adicionado 20 μL de 

DMEM/F12   suplementado contendo 1x10⁵ células estromais. Essa mistura foi 

adicionada ao compartimento superior de placas de 24 poços do tipo Transwell 

(Transwell Membrana PC de 5,0 μm, Corning). A matriz contendo as células foi 

mantida em incubadora a 37oC, por 2 horas para a polimerização dos seus 
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componentes. Após sua gelificação, 10 μL de Matrigel (1:4, v/v em meio de cultivo 

suplementado, BD) foi acondicionado sobre a matriz gelificada. O sistema 

permaneceu por 30 minutos a 37oC, após o que recebeu 1x10⁵ células epiteliais ou 

endoteliais em meio DMEM/F12 suplementado. O compartimento inferior do sistema 

recebeu o mesmo meio de cultura. O sistema de cultivo foi mantido em incubadora a 

37oC, com 5 % de CO2 por adicionais 48 horas, para a caracterização morfológica do 

modelo. 

 
 

 
Figura 1: Figura ilustrativa do preparo do cultivo 3D de células endometriais em Transwell. 

Após o preparo da matriz-suporte uma fina camada de matrigel será adicionada na superfície 

da matriz gelificada. As células epiteliais/endoteliais serão então inseridas sobre esta camada, 

onde permanecerão por 24 – 48 h. 

 

4.7 Trofectoderma no sistema 3D de células endometriais 

 
Trofectoderma de 3 blastocistos aneuploides foram dissecados da massa 

celular interna na Clínica Huntington Medicina Reprodutiva por meio de 

micromanipuladores e transportados em Meio G-MOPS plus (Vitrolife, Denver, USA), 

para o Laboratório para seguir ensaios de adesão e invasão sobre células 

endometriais. 

Os fragmentos de trofectoderma foram então incubados em uma mistura de meio 

de cultura DMEM/F12-GMOPS (1:1, v/v) por 30 minutos a 37oC em condições 
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estéreis. Após este período, sob estereomicroscópio, foram transferidos para o 

compartimento superior de 2 Transwells contendo matriz extracelular e células 

endometriais. As células endometriais foram acondicionadas sobre a matriz 24 horas 

antes de terem recebido o trofectoderma. O sistema contendo matriz extracelular, 

células endometriais e trofectoderma foi mantido por 48 h em meio DMEM/F12 

suplementado contendo estradiol e progesterona, a 37oC, em ambiente úmido com 

5% de CO2. Após esse período, o sistema foi fixado em 2% paraformaldeído em PBS 

por 30 min e seguiu procedimentos histológicos rotineiros para a obtenção e análise 

de cortes de 5 m de espessura, conforme descrito a seguir. 

 
4.8 Preparação das amostras em 3D para análise morfológica 

 
Antes do processamento histológico dos cocultivos montados em Transwell foi 

utilizado um procedimento para manter sua estrutura tridimensional. Para isso, o 

sistema foi inicialmente lavado em PBS a 37ºC, e em seguida fixado em 2% 

paraformaldeído em 0,1 M PBS, pH 7,2, por 10 minutos. Após novas lavagens em 

PBS, o filtro inferior do sistema Transwell foi delicadamente retirado com o auxílio de 

bisturis e o sistema introduzido em ágar a 5% em água destilada, para preparar um 

bloco completamente revestido pelo ágar (Figura 2). Este bloco foi novamente fixado 

no paraformaldeído por adicional 10 minutos para endurecimento do ágar. Este 

procedimento permitiu a manipulação do material evitando a perda do tecido durante 

as etapas do processamento histológico, além de uma orientação mais eficaz das 

amostras no momento dos cortes em micrótomo (YE; DAWSON; LYNCH, 2015). 

As culturas foram rotineiramente processadas para inclusão em Paraplast 

(Sigma). Cortes de 5 μm foram obtidos e corados pela Hematoxilina e Eosina para 

análises morfológicas em microscopia de luz convencional ou submetidos a 

imunorreações para a determinação espacial dos componentes celulares 
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Figura 2. Diagrama esquemático representando a preparação do sistema 3D para 

processamento histológico – A membrana foi removida do Transwell com ajuda de um bisturi 

(A) e depositada, de forma horizontal, entre duas gotas de ágar, formando um “sanduíche” 

(B). Em seguida o material foi colocado em cassete, onde foi feito o processamento histológico 

(C). Em D, notar que o material foi incluído em parafina de forma vertical, para que tenhamos 

o plano de corte contendo todas as camadas preparadas (endotélio/epitélio – matrigel – 

matriz com células estromais). 

 

 
4.9 Caracterização das células cocultivadas 

 
A organização no sistema de cultivo 3D foi analisada por microscopia de luz 

convencional e reações de imunofluorescência para a localização do CD105 e 

vimentina. Cortes de 5 µm foram desparafinizados e hidratados e submetidos a 

reações de imunofluorescência conforme descrito no item 4.4, utilizando os anticorpos 

primários anti vimentina (Biogenex) e anti-CD105 (Abcam) e seus respectivos 

anticorpos secundários conforme descrito na Tabela 1. 
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5. RESULTADOS 
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5.1. Caracterização das células isoladas em sistema 2D 
 

As células epiteliais provenientes das glândulas endometriais tripsinizadas e 

isoladas como epiteliais apresentaram crescimento em ritmo rápido e crescente, 

atingindo confluência e formando monocamadas após 48 h de cultivo (Figura 3A). 

Essas células apresentavam formas poligonais e quando confluentes formavam uma 

monocamada típica de células epitelioides. 

 

 
Figura 3: Caracterização das células retidas no filtro, tripsinizadas e cultivadas por 48 h em 

sistema 2D (A) Cultura de células epiteliais observadas sob microscopia de luz invertida após 

48 h de cultivo. (C-D): Imagens representativas de reações de imunofluorescência para a 

caracterização das células isoladas de biópsias endometriais e designadas como epiteliais. 

(C) A grande maioria das células apresentaram reatividade para citoqueratina – biomarcador 

de células epiteliais. (D) Um menor número de células foi reativo à vimentina. As imagens 

representam a sobreposição da imunorreatividade em verde (FITC) e da coloração nuclear 

com DAPI, em azul (no detalhe da imagem, apenas DAPI). (B) O gráfico evidencia esses 

resultados (média ± DP, n=3), expressando a natureza das células cultivadas em 

porcentagem.  

 
A caracterização destas células mostrou 87 ± 2,6 % de células reativas à 

citoqueratina nas culturas realizadas com o protocolo estabelecido (Figura 3C), 

revelando a prevalência de células epiteliais. Além disso, apenas cerca de 11 ± 2,2 % 

das células isoladas foi reativo à vimentina (Figura 3D), configurando a presença de 
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outros tipos celulares, embora em menor proporção. 

Após 48 h de cultura, as células denominadas endoteliais (selecionadas pelo 

anticorpo anti- CD105) apresentaram forma estrelada e com duas a três longas 

projeções que se comunicavam com as células vizinhas (Figura 4A-B). Estas células 

mostraram crescimento crescente nas 72 h que se mantiveram em cultivo nas 

condições anteriormente descritas (Figura 4C), formando monocamadas que cobriam 

grande parte das placas de cultura (dados não mostrados). 

A caracterização por imunorreações mostrou que nas células cultivadas por 48 

horas, 73,5 ± 19,3 % das células foram reativas à vimentina (Figura 4D) e 22,9 ± 14,3 

% a citoqueratina (Figura 4E). Ainda, 62,33 ± 19,5 % foram positivas ao CD105 

(Figura 4F). 

Os controles negativos, em que os anticorpos primários (anti-vimentina, anti- 

CD105, e anti-citoqueratina) foram omitidos, não se observou qualquer reatividade 

(Figura 4D-F, detalhes). 
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Figura 4. Caracterização das células selecionadas pelo CD105 (endoteliais) isoladas de 

biópsias endometriais e cultivadas por 48 h em sistema 2D. (A-B) Notar a morfologia alongada 

destas células. (C) Gráfico representando a curva de crescimento destas células (média ± DP 

de duas contagens independentes). Observar o crescimento contínuo das células. (D-F) Parte 

significativa destas células foi reativa a vimentina (VM, D) e ao CD105 (F). Poucas células 

foram reativas à citoqueratina (CK, E). Os destaques em cada figura mostram os controles 

negativos das imunorreações (anticorpo primário omitido). Todas as imagens foram obtidas 

no microscópio de fluorescência Axioskop2. (G) O gráfico evidencia os resultados (média ± 

DP, n=3) obtidos para cada biomarcador nas células cultivadas, expressando a natureza das 

células cultivadas em porcentagem  desvio padrão. 
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As células denominadas estromais (seleção negativa ao CD105), apresentaram- 

se fusiformes, com curtos prolongamentos e em geral eram mononucleadas (Figuras 

5 A-B). Estas células apresentaram crescimento contínuo por 72 horas nas condições 

utilizadas (Figura 5C). Cerca de 86,1 ± 14,9 % dessas células foram reativas a 

vimentina (Figura 5D), 28,3 ± 14 % para o CD105 (Figura 5E) e 15,9 ± 10,5 % à 

citoqueratina (Figura 5F). Estes resultados estão plotados no gráfico como média e 

desvio padrão de 3 experimentos realizados independentemente (Figura 5G). 
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Figura 5. Caracterização das células estromais isoladas de biópsias endometriais e obtidas 

por seleção negativa com os beads associados a CD105. (A-B) Notar a forma fusiforme destas 

células. (C) Gráfico representando a curva de crescimento com crescimento contínuo das 

células (média ± DP de três contagens independentes). (D-F) Parte dessas células foram 

reativas a vimentina (VM, D) e poucas ao CD105 (E) e a citoqueratina (CK, F). (G) O gráfico 

evidencia esses resultados (média ± DP, n=3), expressando a natureza das células cultivadas 
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em porcentagem. Os destaques em cada figura mostram os controles negativos (anticorpo 

primário omitido). 

 

 
5.2. Células estromais imersas em matriz 3D 

 
 

Ao longo de 24 h de cultivo, as células estromais embebidas na matriz de 

colágeno apresentavam formas alongadas com prolongamentos (Figuras 6A-D), 

densamente organizadas. 

 
 

 
Figura 6: Morfologia das células estromais cultivadas em matriz 3D; observadas em 

microscópio invertido (A-B) e cortes histológicos corado com picrosirius e contracorado com 

hematoxilina (C-D). A-B: 6 e 24 horas de cultivo, respectivamente. A: x 200; B: x40; C: x400; 

D: x1000. 

 
Cerca de 85,07 ± 7,4 % dessas células foram reativas a vimentina (Figura 7A), 

sendo 48,31 ± 13,24 % também reativas ao IGFBP1 (Figura 7B). Além disso, 20,3 ± 

8,1 % dessa população apresentou reatividade ao VEGFR2 (Figura 7D) e 12,3 ± 7,5 

% a citoqueratina (Figura 7C), mostrando um caráter misto da cultura obtida que além 

das células estromais/deciduais deve conter também elementos epiteliais e 

endoteliais. Estes resultados estão plotados no gráfico como média e desvio padrão 



65 
 

de 3 experimentos realizados independentemente (Figura 7I). 

 

 
Figura 7. Caracterização das células estromais cultivadas em matriz 3D. Parte dessas 

células foram reativas a vimentina (VIM, A) e a proteína de ligação ao fator de crescimento 

semelhante à insulina 1 (IGFBP1, B) e poucas a citoqueratina (CK, C) e ao receptor 2 do fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGFR2, D). E- H mostram os controles negativos 

(anticorpo primário omitido). O gráfico (I) evidencia esses resultados (média ± desvio padrão, 

n=3), expressando a natureza das células cultivadas em porcentagem. A: x 200; B: x 400; C: 

x 200; D: x 400; E-F: x 200; G-H: x 400. 
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Nas preparações histológicas, a matriz utilizada se mostrou homogênea e 

interposta por células estromais. No entanto, imediatamente ao redor destas células 

a matriz mostrou uma condensação de coloração diferente do restante (Figura 6D), 

sugerindo a deposição de novos componentes, o que pode indicar a funcionalidade 

destas células no sistema utilizado. 

 

5.3. Caracterização das células endoteliais sobre matrigel e matriz 3D 
 

Quando cultivamos 1x105 de células endoteliais sobre matrigel diluído em meio 

na concentração 1:2 v/v, notamos que células organizadas em redes interligadas 

(Figura 8A-B) predominavam ao contrário do observado quando a densidade de 

células cultivadas era maior (2x105) e a concentração de matrigel menor (1:4 v/v). 

Nesse caso, grande parte da área de cultivo era preenchida por monocamada tipo 

“cobblestone” (Figura 8C-D). 

Cerca de 81,13 ± 2,4 % dessas células foram reativas a vimentina (Figura 9B), 

sendo 74,5 ± 2,6% também reativas ao VEGFR2 (Figura 9A), mostrando um 

predomínio de células de natureza endotelial. Além disso, apenas 15,67 ± 2,8 % dessa 

população apresentou a citoqueratina (Figura 9C) e 5,3 ± 2,6 % à proteína de ligação 

ao fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGFBP1) (Figura 9D), mostrando um 

caráter misto da cultura obtida que além das células endoteliais deve conter também 

elementos epiteliais e outros tipos de células mesenquimais. Estes resultados estão 

plotados no gráfico como média e desvio padrão de 3 experimentos realizados 

independentemente (Figura 9I). 
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Figura 8: Morfologia das células endoteliais cultivadas em diferentes densidades sobre 

matrigel em diferentes concentrações. A-B: 1x105 de células sobre matrigel diluído em meio 

na concentração 1:2 v/v. C-D: 2x105 sobre matrigel diluído em meio na concentração 1:4 v/v. 

Notar que baixa concentração de matrigel e alta densidade de células tendem a favorecer a 

formação de áreas preenchidas por monocamadas (C-D) enquanto alta concentração de 

matrigel e baixa densidade de células tendem a favorecer a formação de redes celulares 

intercomunicantes (A-B). A: x40, B: x200, C: x100; D: x200. 
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Figura 9: Caracterização das células endoteliais cultivadas sobre matriz 3D. Parte dessas 

céulas foram reativas a vimentina (VIM, B) e ao receptor 2 do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGFR2, A) e poucas a citoqueratina (CK, C) e a proteína de ligação ao fator de 

crescimento semelhante à insulina 1 (IGFBP1 D). E-H mostram os controles negativos 

(anticorpo primário omitido). O gráfico (I) evidencia esses resultados (média ± desvio padrão, 

n=3), expressando a natureza das células cultivadas em porcentagem. A- H: x 200. 
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5.4 Caracterização morfológica do cocultivo em sistema 3D 

Quando as células endoteliais e estromais foram cocultivadas (sistema 3D) e 

processadas para obtenção de cortes histológicos corados pela HE (Figura 10 A-C) 

foi possível observar a organização e estratificação das células no sistema. As células 

endoteliais se organizaram como uma camada aparentemente contínua sobre o 

matrigel. Á semelhança das membranas basais, em nossos ensaios, o matrigel parece 

ter funcionado como uma barreira mantendo as células endoteliais dispostas em 

camada sobre o sistema 3D. Essas células mostravam-se alongadas e achatadas, 

assemelhando-se a um epitélio pavimentoso (Figura 10 A [seta] - B). Completamente 

separadas pelo matrigel, as células estromais se mostraram compartimentalizadas na 

matriz, apresentando-se alongadas, fusiformes e distantes entre si. As reações de 

imunohistoquímica no sistema 3D de cocultivo, mostraram células VIM+ VEGFR2- 

(Figura 10D-E), confirmando sua natureza mesenquimal, enquanto apenas as células 

presentes na superfície do modelo foram reativas ao VEGFR2, confirmando sua 

natureza endotelial (Figura10E). 

 
 

5.5 Cocultivo das células trofectodérmicas e endometriais 

Dos 3 fragmentos de células trofectodérmicas introduzidos ao sistema 

endometrial 3D, apenas 1 aderiu sobreviveu e aderiu às células endometriais. Os 

demais possivelmente por não terem aderido ao sistema foram lavados e perdidos 

nos procedimentos para fixação e inclusão em parafina. No curto intervalo em que 

estas coculturas foram mantidas, observamos adesão do trofectoderma (Figura 11). 
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Figura 10: Morfologia das coculturas de células estromais e endoteliais em sistema 3D. (A- 

C) Células endoteliais (setas) organizadas em camada sobre o matrigel e sobre a camada de 

estromais dispersas na matriz extracelular (*). (D-G) Reações de imunohistoquímica 

detectando VIM (D-D1) e VEGFR2 (E). Notar a reatividade para vimentina e VEGFR2 nas 

células superficiais do sistema (endoteliais) e a VIM nas células estromais, dispostas na 

camada mais profunda do sistema. F e G mostram os controles negativos (anticorpo primário 

omitido). (A: x 400; B-C: x 630; D: x 200, D1: x 1000; E: x 400; F: x 400, G: x 200). 
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Figura 11: Cocultivo células endometriais-trofectodérmicas. Notar na figura A, uma imagem 

representativa do sistema montado para receber o trofectoderma, onde temos a camada de 

células epiteliais (E) cultivadas por 24 horas sobre uma matriz composta principalmente por 

colágeno III (MEC) sem células estromais. Na figura B, observar a presença de células do 

trofectoderma (Tf) sobre estas células. Entre as duas populações celulares há um deposito 

de material amorfo semelhante a uma membrana basal (*), possivelmente a membrana sobre 

a qual repousa o trofectoderma no blastocisto. Notar também que após 24 h de cocultivo, o 

trofectoderma não invadiu as células epiteliais. Hematoxilina, A, 200X, B, 400X. 
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6. DISCUSSÃO 
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Os resultados obtidos neste estudo mostraram a possibilidade de manutenção 

de células obtidas de biópsias uterinas e sua utilização para a montagem de sistemas 

de cocultivos endometriais em 3D. 

Esse estudo mostrou a possibilidade de expansão das células isoladas da 

biópsia por até 3 passagens, com a manutenção de suas características básicas, o 

que permite, apesar de se tratar de uma cultura primária e não imortalizada, que 

múltiplos estudos possam utilizar o mesmo repertório de origem. Supondo que o 

modelo possa ser aplicado para estudos que necessitem de acompanhamento 

temporal, esta vantagem é crucial para definir o sucesso ou insucesso de um 

procedimento, seja experimental ou com intenções terapêuticas. 

Este estudo também mostrou a possibilidade de construção de um sistema 3D 

para o análises interativas entre células endometriais estromais e principalmente entre 

estas células e células endoteliais. Essas interfaces são de extrema importância na 

fisiologia uterina e constituem um ponto estratégico para o estudo da implantação 

embrionária. 

 

 
6.1. Sobre a caracterização das células endometriais 

 
As células epiteliais isoladas a partir de fragmentos de glândulas endometriais 

apresentaram filamentos intermediários de citoqueratina em seu citoplasma 

identificando sua origem epitelial. Neste contexto, contamos com um modelo de fácil 

preparo em que a grande maioria das células era de origem epitelial e glandular, e 

que pode ser expandida e sem alterações destas características. 

A manutenção destas células foi realizada na presença de meio contendo 

estradiol e progesterona. A ação indutora do estradiol na manutenção da capacidade 

proliferativa destas células in vivo é amplamente descrita na literatura (PAVLIK; 

KATZENELLENBOGEN, 1978; SOPHONSRITSUK, et al., 2021) e, embora não 

tenhamos testado especificamente sua ação, acreditamos ter sido de fundamental 

importância também em nossos estudos in vitro. 

Para a obtenção de células endoteliais utilizamos a estratégia de seleção positiva 

em coluna imunomagnética, utilizando beads conjugados ao biomarcador endotelial 

CD105 (endoglina). Análises imunohistoquímicas destas células confirmaram que 

cerca de 65% continuaram apresentando-se CD105+ durante a após sua expansão. 

Estas células mostraram crescimento contínuo (nas 72h de estudo) e características 
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fenotípicas compatíveis às descritas para estas células, formando monocamada ao 

longo do tempo de cultura (BRIGHTON; HUNT, 1997). Estes resultados foram 

semelhantes aos encontrados por Kajimoto e colaboradores (2010), que obtiveram 

uma pureza de cerca de 70 % de células endoteliais combinando seleção magnética 

negativa e positiva, ao separar células endoteliais microvasculares de tecido adiposo. 

Em nossos experimentos utilizamos matrigel como uma forma de mimetizar uma 

membrana basal na interface com as células estromais, de modo a favorecer a 

ancoragem e manutenção destas células no sistema 3D. Notamos que as células 

endoteliais cultivadas sobre a matriz 3D variavam em sua morfologia de acordo com 

a sua densidade e também com a concentração de matrigel. Esse achado corrobora 

estudos anteriores que mostraram que células endoteliais tendem a desenvolver 

morfologia variada dependendo das condições e estímulos ambientais, tais como 

presença de matrigel, fatores de crescimento, densidade das células plaqueadas, tipo 

de estímulo angiogênico ou mesmo pelas tensões de oxigênio mantidas no sistema in 

vitro (LAWLEY; KUBOTA, 1989; HUTCHINGS; ORTEGA; PLOUËT, 2003; DYE et al., 

2004; MARTINEZ et al., 2008; ARNAOUTOVA et al., 2009; DECICCO-SKINNER et 

al., 2014). Matrigel contém fatores de crescimento (IGF-1, TGF-b, EGF, PDGF, bFGF, 

NGF, VEGF e outros) e glicoproteínas da matriz extracelular (laminina, colágeno IV, 

entactina e perlecan) que atuam na manutenção, função e propriedades destas 

células (SLATER; PARTRIDGE; NADIVADA, 2017). Um estudo mostrou que células 

endoteliais humanas derivadas de células-tronco pluripotentes induzidas sem matrigel 

apresentam morfologia característica de células endoteliais semelhante a 

paralelepípedos, o que foi modificado na presença de matrigel, para estruturas 

semelhantes a tubos (BAATOUT, CHETA, 1996). A concentração de matrigel parece 

ser um fator de relevância neste fenótipo. Baixas concentrações de matrigel como 

substrato para o crescimento de células endoteliais tendem a favorecer a formação 

de monocamada, enquanto concentrações maiores induzem a formação de tubos 

(ARNAOUTOVA et al., 2009). Além desse fator, Decicco-Skinner e colaboradores 

(2014) também associaram à formação de tubos, à densidade de células cultivadas 

sobre o matrigel. Segundo esses autores, baixas densidades de células sobre o 

matrigel favorecem a formação das estruturas semelhantes a tubos, o que não é 

observado quando maior densidade de células é utilizada no sistema (monocamada). 

No presente estudo, obtivemos resultados semelhantes; notamos que baixa 

concentração de matrigel e alta densidade de células pareceram favorecer a formação 

de áreas preenchidas por monocamadas, enquanto alta concentração de matrigel e 
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baixa densidade de células pareceram favorecer a formação de redes celulares 

intercomunicantes. 

Outro tipo celular isolado a partir de biópsias uterinas neste estudo foram as 

células denominadas de estromais. Estas células provenientes da seleção negativa 

ao CD105, mostraram em sua maioria reatividade a vimentina e ao IGFBP1, com um 

percentual relativamente baixo de células CD105 e citoqueratina positivas. A 

avaliação destas células não levou em conta a determinação de células não 

decidualizadas, os fibroblastos. Estas são células difíceis de caracterização 

morfológica devido à sua heterogeneidade e necessitam da identificação de outros 

marcadores celulares como o PDGFRalfa além da vimentina (BEI et al., 2015), o que 

não foi aqui realizado. O IGFBP1, por outro lado, é um importante produto proteico 

secretado abundantemente pelas células estromais endometriais durante a fase 

progestacional do ciclo menstrual na medida em que ocorre o processo de 

decidualização (GIUDICE; MARK; IRWIN, 1992). Nesse contexto, nossas culturas de 

células estromais mostraram um predomínio de células em franco processo de 

decidualização. Este achado é esperado, desde que as biópsias são coletadas no 

início da fase secretora e as células obtidas tratadas com estradiol e principalmente 

progesterona o que é conhecido como um hormônio indutor de decidualização. 

Ainda sobre a presença de células vimentina positivas, que foram aqui 

denominadas de estromais é possível que contenham outros tipos celulares, uma vez 

que endotélio e células musculares também apresentam esse marcador. No entanto, 

a baixa densidade de células CD105 e a alta densidade de células IGFBP1 positivas 

em nossos preparados, sugere o predomínio de células estromais. Cabe lembrar 

que células musculares lisas são encontradas no miométrio e no endométrio 

profundo (na parede das arteríolas espiraladas) e as biópsias foram realizadas de 

modo a apenas remover amostras do endométrio superficial. 

Em geral, as células estromais apresentavam-se em forma estrelada e mesmo 

com aumento de densidade nas placas de cultura, mantinham-se próximas, mas não 

em monocamadas contínuas. A possibilidade de expansão destas células em cultura 

por até 3 passagens sugere que os procedimentos de obtenção e isolamento manteve 

células com capacidade proliferativa como os fibroblastos ou células tronco- 

mesenquimais. Tecidos conjuntivos e particularmente o endometrial, apresentam 

intensa capacidade regenerativa em relação a outros tecidos em condições 

fisiológicas, responsáveis pela sua remodelação ao longo do ciclo menstrual, o que 

tem sido atribuído a populações de células-tronco em seu interstício tecidual 
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(SCHWAB et al., 2008). 

Em suma, a caracterização fenotípica das células isoladas mostrou que embora 

houvesse predomínio das populações celulares específicas nas culturas realizadas, 

estas eram culturas mistas. Vantagens e desvantagens podem ser levantadas em 

função deste perfil de modelo. No entanto, no que se refere à população de células 

estromais, a presença de outros tipos celulares inerentes ao próprio tecido pode 

caracterizar um meio mais próximo ao encontrado in vivo, não caracterizando 

necessariamente uma desvantagem neste estudo. Por outro lado, seria interessante 

que o revestimento endotelial mimetizasse da melhor forma possível capilares 

endometriais sem a interferência de outros tipos interpostos. 

 
6.2. Estratificação dos tecidos endometriais no sistema 3D 

 
Ao longo de 24 h de cultivo, células estromais embebidas na matriz preparada 

apresentaram morfologia semelhante a fibroblastos encontrados in vivo. Morfologia 

semelhante em culturas utilizando matrizes tridimensionais de colágeno foram 

descritas em estudos anteriores (GRINNELL, 2000; SHAKIBA et al., 2020). É possível 

que as semelhanças se devam principalmente à constituição das matrizes, uma vez 

que o colágeno também foi o principal componente presente na nossa matriz 

extracelular. 

Além do colágeno I e III, outros componentes presentes na matriz extracelular 

endometrial foram utilizados, como o ácido hialurônico, um glicosaminoglicano 

constituído de unidades alternadas de ácido D-glucurônico e N-acetilglucosamina. A 

presença de ácido hialurônico tem sido considerada um fator facilitador para a 

migração e infiltração dos fibroblastos, deixando a matriz menos rígida e oferecendo 

suporte para formação in situ de “scaffolds” (KIM et al., 2019; YANG et al., 2021). 

Mclaughlin e colaboradores (2020) mostraram sua importância, na medida em que um 

inibidor de hialuronano (4-metilumbeliferona) diminuiu a adesividade, motilidade e 

invasão de células epiteliais e estromais uterinas em sistemas in vitro. Outro 

componente utilizado foi a fibronectina, um dos principais componentes da matriz 

extracelular, essencial nos processos de tração e motilidade celular (DAVIDSON; 

KELLER; DESIMONE, 2004). Na medida em que utilizamos estes componentes- 

chave para a sobrevida das células estromais, é possível que tenhamos contribuído 

para a manutenção e sobrevida destas células. Nas análises histológicas de nossas 

culturas, a matriz utilizada se mostrou homogênea e interposta por células estromais 

e, levemente mais condensada ao redor das células, sugerindo a deposição de novos 
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componentes e a funcionalidade das células no sistema utilizado. 

A fisiologia do tecido endometrial é regida por inúmeras interações moleculares 

entre seus componentes vasculares, glandulares e estromais. Segundo Beloglazova 

e colaboradores (2022), a ausência de células estromais sob o endotélio, previne a 

produção de membrana basal, levando a desestabilização do crescimento e 

manutenção das células endoteliais ao longo do tempo. Nas nossas preparações do 

modelo 3D, 24 horas após a inserção das células endoteliais, o sistema já apresentava 

o assentamento quase completamente contínuo destas células sobre a matriz celularizada. 

Interessantemente, as células se espraiaram sobre a matriz com o matrigel e formaram um 

epitélio simples e contínuo. Embora a caracterização da população endotelial mostrou que 

se tratava de uma população mista de células (com algumas células CK e IGFBP1 positivas) 

não observamos na análise das células por imunofluorescência a presença de tipos 

celulares que não fossem exclusivamente vimentina e CD105 positivas. Este resultado 

sugere que a organização da estratificação foi seletiva, envolvendo a reepitelização 

apenas com as células endoteliais. Neste contexto, o modelo mostrou-se eficiente 

para mimetizar superfícies vasculares sobre tecido suporte, abrindo muitas 

oportunidades de estudos sobre as relações conteúdo vascular e suas ações sobre 

tecidos subjacentes. Entretanto, essas possibilidades devem ainda ser validadas com 

estudos aprofundados sobre a morfofisiologia destas células neste modelo. 

No compartimento estromal, pudemos detectar a presença de outras células, 

além do predomínio de células exclusivamente reativas apenas a vimentina. Poucas 

células CK+ e CD105+ foram observadas em nossas análises imunohistoquímicas. A 

presença destas células não é uma característica distoante no estroma endometrial, 

que é rico em vasos e glândulas. 

De modo geral, o sistema de cocultivo mostrou células de características 

morfológicas saudáveis revestindo células estromais organizadas em um arranjo 

tridimensional quando embebidas em uma matriz extracelular e, que guarda 

semelhanças com a organização tecidual encontrada in vivo. 

 
 

6.3.  Possibilidade de cocultivo de células trofectodérmicas e endometriais 

humanas para estudo da implantação embrionária 

Como uma forma de testar o potencial do modelo caracterizado, realizamos um 

ensaio inserindo o trofectoderma de três blastocistos aneuploides sobre o modelo 3D. 

No curto período em que esteve no sistema de cocultivo, o trofectoderma aderiu às 
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células endometriais, mas não observamos qualquer invasão. A possibilidade de 

manutenção das células trofectodérmicas saudáveis e aderidas ao sistema por si só 

foi um aspecto de sucesso do modelo. Obviamente, o tempo de cocultivo pode ter sido 

um fator limitante para que houvesse o reequilíbrio destas células após congelamento 

e descongelamento e sua ativação completa incluindo capacidade invasiva. De 

qualquer forma, o modelo se mostrou promissor na adesão do trofectoderma e poderá 

ampliar conhecimentos da fase de implantação embrionária. 

Um aspecto importante nessa ativação do trofectoderma a ser considerado são 

os níveis hormonais. In vivo o meio tubário e mesmo o uterino está sob ação de 

esteroides, que desempenham papeis essenciais na ativação do blastocisto 

(MATSUMOTO, 2017). Durante o processo de fertilização in vitro e análise de seu 

perfil gênico e genético, os blastocistos obtidos na clínica de reprodução são mantidos 

em meio que não contém esteroides. Em nosso modelo, é vital que mantenhamos o 

meio com esses hormônios para a manutenção das células endometriais. Neste 

contexto, é possível que a adaptação nos meios de coleta e manutenção do 

blastocisto e o utilizado para o sistema de cocultivo requeira um certo tempo para a 

ativação da atividade invasiva do trofectoderma. É possível que períodos mais longos 

de cultura permitam a diferenciação das células trofoblásticas, o que precisará ser 

estudado em experimentos futuros. 

Outra possibilidade que não pode ser descartada é a incapacidade invasiva ser 

oriunda da aneuploidia encontrada nos blastocistos. Recentemente algumas clínicas 

têm utilizado embriões aneuploides para os tratamentos de reprodução assistida e 

encontrada taxas muito baixas de implantação destes embriões (SCHAEFFER et al., 

2020). No entanto, o fato de terem aderido ao sistema, indica que pelo menos parte 

de suas propriedades está mantida e que podem ser utilizados para o conhecimento 

do processo de implantação embrionária, mesmo que em suas fases precoces. 

Em suma, o modelo apresentado mostra-se promissor embora apresente 

aspectos que precisam ser melhor estudados. Ele apresenta a desvantagem de 

propiciarem estudos de curta duração e nem sempre tão homogêneos, devido à 

heterogeneidade da procedência das células. No entanto, abre a possíbilidade de 

estudos mais abrangentes no que se refere as possíveis relações e interações 

celulares nas respostas orgânicas a fatores ambientais. Assim, apesar dos riscos 

assumidos entendemos que este estudo pode contribuir de diferentes maneiras com 

conhecimentos importantes. A reconstrução uterina a partir de células endoteliais 

sobre um ambiente contendo células estromais por si só pode levar a um modelo para 
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múltiplos propósitos experimentais e testes terapêuticos, além de abrir novas 

possibilidades de estudo para a compreensão dos processos indutores/reguladores 

da fisiologia uterina e consequentemente, da gestação. 
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7. CONCLUSÃO 
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Os resultados obtidos mostraram a viabilidade da obtenção de células endometriais a 

partir de fragmentos de biópsias humanas para a montagem de um sistema de 

cocultivo com predomínio de células endoteliais, mantidas sobre células estromais 

sustentadas por uma matriz extracelular, mimetizando a organização tecidual 

tridimensional. 
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