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Instituigao Proponente: Universidade de Sdo Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.342.104

Apresentacgao do Projeto:

As informacgdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo Informa¢des Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2154873.pdf, gerado pela Plataforma Brasil em de
03/08/2023).

INTRODUGAO

O processo de implantacdo € uma etapa complexa e crucial do desenvolvimento humano e é regida por
interacdes especificas entre o concepto e o endométrio materno. Quando comparada a outros mamiferos, a
reproducdo humana parece ndo ser um processo eficiente. Casais considerados jovens (idade
materna/paterna 35 anos), saudaveis e férteis tem uma probabilidade ao redor de 25% de engravidar dentro
de um ciclo menstrual, enquanto em alguns primatas pode chegar a 80% e em coelhos, 90%. Mesmo com
os avangos nas tecnologias de fertilizagao in vitro e com os métodos de estimulagdo hormonal, falhas de
implantacdo continuam a ser um problema recorrente, muitas vezes por defeitos endometriais
desconhecidos. Estas situagdes enfatizam a necessidade de estudos que permitam abordar esta interface e
compreender esta interagdo em
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seus multiplos mecanismos de sinalizacdo e desenvolvimento. Os principais componentes que atuam para o
sucesso da implantagdo embrionaria sdo: - o endométrio, que tem que estar em seu estado receptivo e, - o
embrido, ativado e apto a interagir com o organismo materno. Apesar da vasta literatura sobre o processo
de implantagédo em humanos, ainda existem muitos hiatos a serem preenchidos e compreendidos, aonde
modelos de estudo in vitro, poderiam auxiliar de forma significativa. Neste projeto, pretendemos modelar in
vitro cocultivos em 3D, para o estudo da fisiologia uterina e da interagdo entre células humanas endometriais
e trofoblasticas, uma etapa de relevancia para a implantagédo e ainda pouco estudada. Ainda, pretendemos
estabelecer se esta interacdo desempenha algum papel na indugéo de morte das células dos vasos
uterinos, o que poderia explicar a precoce circulagdo que se estabelece durante o processo de implantagéo
embrionaria.

HIPOTESE

1. O ambiente 3D de tecido endometrial reconstituido a partir de células obtidas de biépsias uterinas pode
ser um excelente modelo para o estudo da fisiologia uterina e das relagdes materno-embrionarias.

2. As células do trofectoderma induzem morte nas células endoteliais para que possam ocupar seus
espacos e estabelecer uma superficie de contato com o sangue materno durante a implantagcao
embrionaria, o que pode ser de fundamental importancia para o sucesso da gestacao.

METODOLOGIA

As células endometriais serdo obtidas de bidpsias de mulheres de casais com fator masculino de
infertilidade e com indicagéo de tratamento por fertilizagéo in vitro. Todo material sera coletado apés
consentimento das pacientes a partir da assinatura do termo de doagdo de material biolégico para pesquisa.
As bidpsias serado realizadas em ambulatério com o uso de cateter Pipelle apés assepsia do colo uterino.
Parte da amostra seguira rotina de analise na Clinica Huntington e parte imediatamente enviada ao
Laboratério de Estudos no ICB-USP. As biépsias serdo digeridas com colagenase || eDNAse |, e filtradas
em filiro de 70 uym para a retencao das glandulas endometriais. As células que passarem pelo filtro seréo
submetidas a sele¢ao positiva em coluna imunomagnética MACS, com microbeads acoplados ao anticorpo
anti-CD105, para a obtengdo das células endoteliais e estromais. Brevemente, as células do filtrado serdo
incubadas com beads magnéticos aderidos ao anticorpo anti-endoglina - expresso em células endoteliais.

Células ligadas ao anticorpo e presas magneticamente a parede do tubo - endoteliais - seréo liberadas e
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coletadas assim como as demais que passaram pela coluna -células estromais. Todas as células estromais
e endoteliais serdo isoladamente cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado (10% soro bovino fetal,
antibidticos [50 U/mL penicilina/ 0,05 mg/mL estreptomicina] e uma mistura de - estradiol/progesterona), a
37°C, em atmosfera umida, contendo 5% de CO2. O ambiente 3D sera construido em placas Transwell. No
compartimento superior sera adicionada uma mistura de fibronectina-colageno V-colageno I-colageno il
(BD) nas concentragdes 0,04 g/mL, 0,04 g/mL, 320 g/mL e 320 g/mL, respectivamente contendo 2X104
células estromais. Apos 2 horas em incubadora a 370C, para a polimerizagdo dos componentes receberao
meio DMEM/F12 suplementado contendo células endoteliais. O compartimento inferir do sistema recebera o
mesmo meio de cultura, porém sem soro. O sistema sera mantido a 370C, com 5 % de CO2 por adicionais
48 horas para a caracterizagdo morfolégica e de viabilidade das células cocultivadas. Células endoteliais
cultivadas sobre matriz extracelular por 18 h, receberdo em sua superficie blastocistos humanos
aneuploides (n=2/placa), previamente descongelados. A avaliagdo morfolégica incluira analise ultraestrutural
e imuno-histoquimica com biomarcadores de ambos os tipos celulares e avaliagdo da indugcédo de morte
celular na presenca ou auséncia do trofectoderma. Serao realizadas reagdes imuno-histoquimicas duplas
com os anticorpos anti-Cdx2 (células indiferenciadas de trofectoderma) - hCG (gonadotrofina coridnica,
células diferenciadas de trofoblasto); anti-CD105 (para a identificacéo de células endoteliais) - anti-vimentina
(identificagcdo de células de origem mesenquimal) e respectivos anticorpos secundarios conjugados a FITC
ou TRITC. Também seréo realizadas imunorreagdes anti caspase 3 ativada para a identificagdo de células
em processo de apoptose. Para a analise ultraestrutural, as coculturas seguirdo procedimentos rotineiros
para inclusao em resina Spurr.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Blastocistos aneuploides: Casais utilizando gametas proprios que possuam embrides humanos inviaveis
para a transferéncia uterina apés serem diagnosticados como aneuploides, que possam ser doados para
pesquisa de acordo com a Lei de Biossegurancga de 2005; e a resolugdo CFM no 2.168/2017 e que tenham
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deste estudo. Idade materna até 37 anos e idade
paterna até 45 anos. Embrides que possuam classificagdo morfoldgica entre A e B (AA, AB, BA, BB e BC).
Bidépsias uterinas: Poderao ser incluidas no estudo mulheres saudaveis com idade 35 anos, com ambos os
ovarios, sem anomalia pélvica e/ou uterinas clinicamente significativas; com dosagens séricas hormonais
dentro dos limites de normalidade (FSH, LH).
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

Blastocistos aneuploides: Nao assinatura do TCLE por casais com embrides doados para pesquisa.
Pacientes com idade materna superior a 38 anos e idade paterna superior a 46 anos. Embrides que
possuam classificagdo morfolégica C (AC, BC, CA, CB, CC).

Biopsias uterinas: Serdo excluidas do estudo mulheres que: apresentarem doengas cronicas, degenerativas,
genéticas ou autoimunes ou ainda que estiverem reconhecidamente infectadas por HIV, HCV ou HBV;
utilizarem medicamentos de forma crénica; apresentarem hidrossalpinge ou adenomiose; portadoras de
malformacdes uterinas; ou que tiverem realizado cirurgia prévia uterina, como miomectomia ou curetagem.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO
Caracterizar um modelo de estudo 3D de ambiente endometrial para a analise da fisiologia uterina e das
interacdes materno-embrionarias, aqui representadas pela interface células trofoblasticas-células endoteliais
humanas cocultivadas.

OBJETIVO SECUNDARIO

Avaliar o papel do trofoblasto na indugdo de morte no endotélio vascular endometrial, o que poderia explicar
o acesso do sangue materno a superficie trofoblastica durante a implantagcéo embrionaria e formacgéo da
placenta.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Sobre possiveis riscos as doadoras das amostras:

1. Todos os dados das doadoras de embrides e bidpsias serdo mantidos em anonimato e armazenados em
arquivos eletrénicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A identidade sera mantida em sigilo e
anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgacao dos resultados. Apesar de todas as medidas
disponiveis para a manutencao do anonimato dos dados serem tomadas pela equipe da pesquisa, existe
risco de quebra acidental do anonimato dos dados.

2. Os embrides que serdo utilizados nessa na pesquisa serdo destruidos e ndo poderdo mais ser utilizados
para fins reprodutivos, contudo, por serem diagnosticados como aneupléides, esses embrides sédo
considerados inviaveis para a transferéncia uterina. Por envolver a destruicdo de seus embrides concedidos
para a pesquisa, a participagdo neste estudo envolve o risco de
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arrependimento que pode acarretar em desconforto psicolégico.

3. A obtencédo das bidpsias envolve procedimento ambulatorial por equipe médica competente, com
acompanhamento clinico posterior; no entanto, pode provocar desconforto ou dor (célicas) posteriores a
coleta. Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo as doadoras de amostras/embrides em
decorréncia da participagao deste estudo, a equipe de pesquisa responsavel imediatamente garantira
acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo

necessario.

BENEFICIOS

A participagao neste estudo nédo traz beneficios diretos para as doadoras das amostras. Porém,
indiretamente elas contribuirdo para que novos conhecimentos sobre o processo de implantagdo do embrido
humano no utero possam ser descobertos, e para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos
tratamentos de reproducdao humana. Ndo havera recompensa financeira para participar deste estudo, mas
também ndo havera qualquer despesa com a realizagdo deste estudo. Todas as despesas com a pesquisa
serao de total responsabilidade do pesquisador responsavel. Isto quer dizer que a participante da pesquisa
e seu acompanhante, ndo arcardo com nenhum custo referente a procedimentos e/ou exames envolvidos
no desenvolvimento deste estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo nacional e unicéntrico utilizando células isoladas de bidpsias endometriais para a construgéo de
sistemas 3D de cocultivo como suporte para a interagdo com a trofectoderme de embrides aneuploides.
Este desenho experimental pretende caracterizar o sistema 3D contendo células endometriais e também,
analisar as relagdes possiveis destas células com as células da trofectoderme embrionaria, mimetizando em
parte o processo de implantagdo embrionaria. Além de poder suprir informagdes sobre a fisiologia
endometrial e da interagdo materno-fetal, o sucesso deste modelo podera ser de valia para estudos de
atividade bioldgica e clinica no escopo da infertilidade feminina humana.

2 bragos: (1) Doadoras de bidpsia uterinas; (2) Doadoras de blastocistos aneuploides.
Orgamento: R$ 19.000,00.

Numero de participantes incluidos no Brasil: 15.
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Previs&o de inicio do estudo: 11/09/2023.
Previs&o de encerramento do estudo: 10/09/2024.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide campo "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

N&o foram identificados 6bices éticos neste protocolo.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Qe

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigées
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/08/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2154873.pdf 15:07:48
Outros Carta_resposta_jul23.pdf 03/08/2023 |Estela Bevilacqua Aceito

14:58:59
Folha de Rosto folhaDeRosto2.pdf 03/08/2023 |Estela Bevilacqua Aceito
14:58:26
Declaragao de Declaracao_de_pesquisador5.pdf 03/08/2023 |Estela Bevilacqua Aceito
Pesquisadores 14:57:28
Declaragédo de Declaracao_de_pesquisador4.pdf 03/08/2023 |Estela Bevilacqua Aceito
| Pesquisadores 14:57:12
Declaragao de Declaracao_de_pesquisador3.pdf 03/08/2023 |Estela Bevilacqua Aceito
Pesquisadores 14:56:56
Declaragédo de Declaracao_de_Pesquisador2.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Pesquisadores 17:28:12
Declaragao de Termo_Compromisso_Huntington.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
concordancia 17:25:58
TCLE / Termos de | TCLE2.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Assentimento / 17:24:47
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et

Justificativa de TCLE2.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Auséncia 17:24:47

TCLE / Termos de |TCLE1.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Assentimento / 17:24:33

Justificativa de

Auséncia

Declaracao de Declaracao_de_Pesquisador1.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Pesquisadores 17:22:52

Declaragédo de Declaracao_|Infraestrutura2.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Instituicdo e 17:22:32

Infraestrutura

Declaragéo de Declaracao_Infraestrutural.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Instituicao e 17:22:05

Infraestrutura

Projeto Detalhado / |Projeto_detalhado.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
Brochura 17:21:40

Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Endereco:

Bairro: Asa Norte

UF: DF

Telefone: (61)3315-5877

BRASILIA, 09 de Outubro de 2023

Assinado por:

Lais Alves de Souza Bonilha

(Coordenador(a))
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Titulo da Pesquisa: PAPEL DAS CELULAS TROFOBLASTICAS NA INDUCAO DE FATORES
ANGIOGENICOS PELO EPITELIO GLANDULAR UTERINO. ANALISE EM SISTEMAS
3D DE CO-CULTIVO

Pesquisador: Estela Bevilacqua

Area Tematica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com o funcionamento do aparelho
reprodutor, procriagdo e fatores que afetam a saude reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa" todos os que forem
afetados pelos procedimentos delas):

(Manipulagao de gametas, pré-embrides, embrides e feto;);

Versao: 7

CAAE: 31433520.1.0000.5467

Instituicdo Proponente: Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.265.408

Apresentagao do Projeto:

As informagdes contidas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios" foram obtidas dos documentos contendo as Informagdes Basicas sobre o Projeto de
Pesquisa (PB_INFORMACOES_BASICAS_1919967_E1.pdf de 11/07/2023) e do Projeto Detalhado.

INTRODUGCAO

O processo de implantagdo & uma etapa complexa e crucial do desenvolvimento humano e é regida por
interacdes especificas entre o concepto e o endométrio materno. Quando comparada a outros mamiferos, a
reproducdo humana parece ndo ser um processo eficiente. Casais considerados jovens (idade
materna/paterna 35 anos), saudaveis e férteis tem uma probabilidade ao redor de 25% de engravidar dentro
de um ciclo menstrual, enquanto em alguns primatas pode chegar a 80% e em coelhos, 90%. Mesmo com
os avancgos nas tecnologias de fertilizagdo in vitro e com os métodos de estimulagdo hormonal, falhas de
implantagcdo continuam a ser um problema recorrente, muitas vezes por defeitos endometriais
desconhecidos. Estas situagdes enfatizam a
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necessidade de estudos que permitam abordar esta interface e compreender esta interacdo em seus
multiplos mecanismos de sinalizacdo e desenvolvimento. Os principais componentes que atuam para o
sucesso da implantagdo embrionaria séo: - o endométrio, que tem que estar em seu estado receptivo e, - o
embrido, ativado e apto a interagir com o organismo materno. Apesar da vasta literatura sobre o processo
de implantagdo em humanos, ainda existem muitos hiatos a serem preenchidos e compreendidos, aonde
modelos de estudo in vitro, poderiam auxiliar de forma significativa. Neste projeto, pretendemos modelar in
vitro co-cultivos em 3D, para a interagao entre células humanas de trofoblasto e glandulas uterinas
endometriais, uma etapa de relevancia para a implantagdo e ainda pouco estudada. Ainda, pretendemos
estabelecer se esta interacdo desempenha algum papel na inducao de expressdo de VEGF pelas glandulas
uterinas.

HIPOTESES

1. As células do trofectoderma modulam a expressédo de fatores angioativos pelas células glandulares
uterinas durante a implantagdo embrionaria, o que pode ser de fundamental importancia para o sucesso da
gestagao.

2. As células trofoblasticas induzem morte nas células vasculares endometriais para criar um acesso ao
sangue materno.

METODOLOGIA

Blastocistos - vinte blastocistos serdo fornecidos pela Clinica Huntington, de casais em tratamento de
infertilidade que possuirem embries congelados e inviaveis para transferéncia para o utero. Somente serdo
considerados embrides diagnosticados como aneuploides (desbalango no nimero de cromossomos, apds
teste genético pré-implantacional, realizado pelo laboratério Igenomix, SP). A equipe de Embriologia - Grupo
Huntington, informara os casais sobre o presente estudo, apés o mesmo ser aprovado pelo Sistema
CEP/CONEP. Os que aceitarem participar da pesquisa deverdo assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Apds consentimento, os embrides serdo descongelados pela pesquisadora responsavel e terdo
a sua massa celular interna separada da trofectoderma. As placas com trofectoderma serao transportadas
para o Laboratério de Estudos da Biologia do Trofoblasto, ICB-USP para o protocolo de cocultivo. (Os
embrides serdo identificados apenas por nimeros, a identidade dos pacientes sera mantida em anonimato;
os dados e documentos serdo armazenados confidencialmente em arquivos eletrénicos com acesso restrito
pelos pesquisadores do grupo). Células epiteliais e endoteliais — serdo obtidas de bidpsias (n=10) de
mulheres de casais com fator masculino de infertilidade e com indicagdo de tratamento
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por fertilizagdo in vitro. Todo material sera coletado apds consentimento das pacientes a partir da assinatura
do termo de doacdo de material biolégico para pesquisa. As bidpsias serdo realizadas em carater
ambulatorial com o uso do cateter Pipelle apés adequada assepsia do colo uterino. Parte da amostra
endometrial coletada seguira rotina de analise na Clinica Huntington e parte sera imediatamente colocada
em meio DMEM/F12 (Sigma®-Aldrich) a 4°C e enviada ao Laboratério de Estudos da Biologia do
Trofoblasto no ICB-USP. As bidpsias serdo lavadas e digeridas com colagenase Il (1 mg/mL) e DNAse | (0,1
mg/mL). Apés, seréo filtradas em filtro de 70 ym (Cell Strainer; BD) para a retengcdo das glandulas
endometriais. Apenas glandulas com estrutura intacta serdo coletadas e cuidadosamente acondicionadas
em aliquotas e entdo congeladas em nitrogénio liquido, identificadas e mantidas em freezer -800C. As
células restantes da digestdo enzimatica serdo passadas em uma coluna magnética para obtencéo das
células endoteliais. O ambiente 3D sera inicialmente construido utilizandose uma mistura de fibronectina-
colageno V-colageno |-colageno lll (BD) nas concentragdes 0,04 g/mL, 0,04 g/mL, 320 g/mL e 320 g/mL,
respectivamente. Apods a gelificacdo da matriz, o sistema recebera as aliquotas de células glandulares ou
endoteliais em meio DMEM/F12 suplementado com 10% SBF. Células glandulares uterinas ou endoteliais
cultivadas em matriz extracelular (n=10) por 18 h, receberdo em sua superficie blastocistos humanos
aneuploides (n=2), previamente descongelados. A avaliagdo morfolégica posterior (n=10) incluira analise
ultraestrutural e imunohistoquimica com biomarcadores de ambos os tipos celulares e avaliagdo da
expressao génica de VEGF/sFLT1 pelas células glandulares na presenca ou auséncia de blastocistos
(n=10). Para analises morfoldgicas, serao realizadas reagdes imunohistoquimicas duplas com os anticorpos
primarios IgG de camundongo anti-Cdx2 (SIGMA, células indiferenciadas de trofectoderma) ou hCG
(SIGMA, células diferenciadas de trofoblasto, gonadotrofina coriénica), IgG de coelho anti-glicodelina
(LSBio) para a identificagdo de células glandulares e IgG de coelho anti-CD-31 (Sigma) para identificagéo de
células endoteliais e respectivos anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo-FITC (SIGMA) e anti-lgG
de coelhoTRITC (SIGMA). Para a analise ultraestrutural, as co-culturas seguirdo procedimentos rotineiros
para inclusdo em resina Spurr. A expressao dos fatores angioativos VEGF e sFLT1 sera avaliada nas
células glandulares uterinas sem ou com a interagdo com as células trofoblasticas (analises de expressao
génica por RT-PCR.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Blastocistos aneuploides: Casais utilizando gametas proprios que possuam embrides humanos inviaveis
para a transferéncia uterina apés serem diagnosticados como aneuploides, que possam
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ser doados para pesquisa de acordo com a Lei de Biosseguranca de 2005; e a Resolugdo CFM n°
2.168/2017 e que tenham assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deste estudo. Idade
materna até 37 anos e idade paterna até 45 anos. Embrides que possuam classificagdo morfolégica entre A
e B (AA, AB, BA, BB e BC).

Biopsias uterinas: Poderao ser incluidas no estudo mulheres saudaveis com idade 35 anos, com ambos os
ovarios, sem anomalia pélvica e/ou uterinas clinicamente significativas; com dosagens séricas hormonais

dentro dos limites de normalidade (FSH, LH).

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Blastocistos aneuploides: Nao assinatura do TCLE por casais com embrides doados para pesquisa.
Pacientes com idade materna superior a 38 anos e idade paterna superior a 46 anos. Embrides que
possuam classificagdo morfolégica C (AC, BC, CA, CB, CC).

Bidpsias uterinas: Serdo excluidas do estudo mulheres que: apresentarem doengas crénicas, degenerativas,
genéticas ou auto-imunes ou ainda que estiverem reconhecidamente infectadas por HIV, HCV ou HBV;
utilizarem medicamentos de forma crénica; apresentarem hidrossalpinge ou adenomiose; portadoras de mal-
formagdes uterinas; ou que tiverem realizado cirurgia prévia uterina, como miomectomia ou curetagem.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Caracterizar um modelo de estudo 3D para a analise das interagdes materno-embrionarias, aqui
representadas pela interface células trofoblasticas e células glandulares endometriais humanas co-
cultivadas.

OBJETIVO SECUNDARIO
Avaliar o papel do trofoblasto na inducdo de expresséao de fatores angiogénicos (VEGF, sFLT1) pelo epitélio
glandular, o que é de vital importancia para a compreensao da fisiologia da implantagdo embrionaria.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Sobre possiveis riscos as doadoras das amostras:

1. Todos os dados das doadoras de embrides e bidpsias serdo mantidos em anonimato e armazenados em
arquivos eletrénicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A identidade sera mantida em sigilo e
anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgagéo dos
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resultados. Apesar de todas as medidas disponiveis para a manutengdo do anonimato dos dados serem
tomadas pela equipe da pesquisa, existe risco de quebra acidental do anonimato dos dados.

2. Os embrides que serdo utilizados nessa na pesquisa serdo destruidos e ndo poderdo mais ser utilizados
para fins reprodutivos, contudo, por serem diagnosticados como aneuploides, esses embrides sao
considerados inviaveis para a transferéncia uterina. Por envolver a destruicdo de seus embrides concedidos
para a pesquisa, a participagdo neste estudo envolve o risco de arrependimento que pode acarretar em
desconforto psicolégico.

3. A obtencado das bidpsias envolve procedimento ambulatorial por equipe médica competente, com
acompanhamento clinico posterior; no entanto, pode provocar desconforto ou dor (cdlicas) posteriores a
coleta. Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo as doadoras de amostras/embrides em
decorréncia da participagdo deste estudo, a equipe de pesquisa responsavel imediatamente garantira
acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo

necessario.

BENEFICIOS

A participagao neste estudo nédo traz beneficios diretos para as doadoras das amostras. Porém,
indiretamente elas contribuirdo para que novos conhecimentos sobre o processo de implantagdo do embrido
humano no utero possam ser descobertos, e para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos
tratamentos de reprodugdo humana.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
EMENDA 1

Justificativa da emenda: Durante as etapas iniciais da implantagdo em humanos, células trofoblasticas
interagem com células epiteliais e endoteliais uterinas. Esta interacdo se acredita incluir tanto o contato
fisico como uma sinalizagao funcional. Inicialmente propomos o estudo da interagéo e sinalizagédo entre
trofoblasto e células epiteliais glandulares obtidas de biépsias endometriais. Neste delineamento, as demais
células ndo glandulares obtidas no mesmo processamento das bidpsias deveriam ser descartadas. Neste
contexto, cientes da preciosidade do material, incluimos o isolamento e procedimentos experimentais com
as células que seriam descartadas sem a necessidade de alteragdo no nimero de experimentos ou de
obtencéo de novas coletas. Estas células — endoteliais e conjuntivas — seriam utilizadas nos sistemas 3D (a
semelhancga do proposto para células glandulares) para a analise da interagdo do trofoblasto com o
endotélio, uma etapa critica da implantagdo embrionaria em humanos e sobre a qual ndo existem
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informacgdes essenciais. Esta andlise poderia nos dar informagdes de como ocorre a intrusdo das células
trofoblasticas nos vasos maternos e se esse processo envolve morte das células vasculares.

Os documentos alterados na presente emenda foram:

1.PROTOCOLO DETALHADO de 23/02/2023.
Principal Razéo da alteracdo: Possibilidade de ampliagdo do projeto para que novas abordagens possam
ser realizadas com o mesmo material de biépsias endometriais previamente aprovadas.

2.TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO de 23/02/2023.
Principal Razdo da alteragdo: A nova versdo do termo de consentimento livre e esclarecido foi atualizada
para incluir as novas informagdes da nova versao do projeto citadas na justificativa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Andlise das respostas ao Parecer Consubstanciado n° 6.070.873 emitido pela Conep em 21/05/2023.

1. Quanto ao arquivo “Detalhamento_das_emendas_solicitadas.pdf’ submetido na Plataforma Brasil em
23/02/2023: Na pagina 2 de 4 lé-se: “Exclusédo do estudante Gustavo Henrique Dona Rodrigues Almeida e
inclusdo de alunas de iniciagéo cientifica (Helena Hae Jin Chi e Elisa Lie Martines Matsumura)”. Solicita-se
incluir os novos integrantes do projeto na Aba 1 - Informacgées Preliminares, da Plataforma Brasil.
RESPOSTA: Exclusdao de Gustavo Henrique Dona Rodrigues Almeida foi realizada conforme indicado.
Devido a proximidade de término do curso de Biomedicina da aluna Helena Hae Jin Chi, ela ndo participara
mais do projeto. O sistema ndo reconheceu o CPF da aluna de iniciagao cientifica Elisa Lie Martines
Matsumura para sua inclusdo. Para nao atrasar o processo que € vital para as pés-graduandas envolvidas,
optamos por retirar a inclusdo da aluna deste projeto.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao arquivo “Projeto2_modificado_com_destaque.pdf’ submetido na Plataforma Brasil em

23/02/2023: A presente emenda, apresenta novo desenho metodolégico. A possibilidade de inserir as
analises pretendidas (interagéo trofoblasto-endométrio-apoptose, utilizando o material
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vascular contido nas bidpsias) caracteriza uma nova andlise, ou seja, uma segunda nova etapa da pesquisa.
Diante do exposto, informa-se que um novo projeto precisa ser submetido na Plataforma Brasil execugéo da
analise da interacao trofoblasto-endométrio-apoptose.

RESPOSTA: Conforme solicitado, foi adicionado a plataforma um novo projeto, que inclui ao original novo
objetivo e metodologia referente a interagdo endométrio vascular-trofoblasto com énfase na indugéo de
apoptose. Reforgamos que o projeto visa utilizar o material vascular contido nas biépsias e que seria
descartado (Projeto versao limpa e versdao com destaques). Além disso, também foi adicionado novos
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) complementando a possibilidade de estudo das
células vasculares neste estudo (versées com destaque — TCLE5a e TCLES5c e respectivas versoes limpas
TCLESb e d). Carta da Instituicdo parceira confirmando sua anuéncia ao novo objetivo e métodos
associados também foi incluida (Anuéncia3_C._Hungtinton).

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. Considerando que o pesquisador pretende incluir novos
procedimentos com novos objetivos, o pesquisador deve submeter um novo projeto em separado deste
protocolo atual, na Plataforma Brasil.

RESPOSTA: Histérico das modificagdes atuais

1. O projeto “O PAPEL DAS CELULAS TROFOBLASTICAS NA INDUGAO DE FATORES ANGIOGENICOS
PELO EPITELIO GLANDULAR UTERINO. ANALISE EM SISTEMAS 3D DE CO-CULTIVO” foi submetido
em 2020 e aprovado pela CONEP apés varias alteragdes solicitadas.

2. Recentemente, solicitamos um adendo a esse projeto com a introdugdo de estudos também das células
endoteliais e vias apoptéticas além das glandulares — para isso, modificagcdes foram realizadas no projeto
assim como em seu titulo: (submetido como novo projeto/adendo) “PAPEL DAS CELULAS
TROFOBLASTICAS NA INDUGAO DE FATORES ANGIOGENICOS PELO EPITELIO GLANDULAR
UTERINOE DE APOPTOSE NAS CELULAS ENDOTELIAIS. ANALISE EM SISTEMAS 3D DE CO-
CULTIVO”

3. A andlise da emenda determinou que a inclusdo de novos experimentos caracterizava um novo projeto.
Assim, entendemos que as emendas deveriam ser removidas (para retorno ao projeto original) e que a
proposta para o estudo do endotélio fosse compilada e ressubmetida como um novo projeto independente
do atual. Atendendo a solicitagéo dos pareceristas da CONEP, estaremos submetendo novo e independente
projeto.

4. As modificagdes atuais na plataforma Brasil referem-se, portanto, a reinser¢do do projeto originalmente
aprovado em que todos os itens adicionados a posteriori foram removidos. As alteragdes realizadas para

que o projeto retornasse ao seu contetdo original estdo destacadas —
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Projeto_com_destaques e a versao original enviada como Projeto_versao_limpa, conforme solicitado.

5. Também foram reanexados os termos de consentimento livre e esclarecido previamente aceitos como
adequados ao projeto.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovagado da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_191996| 11/07/2023 Aceito
do Projeto 7_E1.pdf 14:30:49
Outros Carta_resposta4.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
14:27:03

Outros Carta_resposta4.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
14:25:00

Projeto Detalhado / |Projeto1_versao_limpa.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Brochura 13:57:37

Investigador

Projeto Detalhado / |Projeto1_versao_limpa.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Brochura 13:57:14

Investigador

Projeto Detalhado / |Projeto_com_destaques.docx 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Brochura 13:55:08

Investigador

Projeto Detalhado / |Projeto_com_destaques.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Brochura 13:54:43

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_Rosto1.pdf 11/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
13:52:25

Outros Carta_resposta2.pdf 10/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
15:29:08

TCLE / Termos de [TCLE2b_versao_limpa.docx 10/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Assentimento / 14:40:36

Justificativa de

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 08 de 10



CO'MISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA

Continuacédo do Parecer: 6.265.408

Qe

mo

Auséncia TCLE2b_versao_limpa.docx 10/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito
14:40:36

TCLE / Termos de | TCLE2b_com_destaque.docx 10/07/2023 |Estela Bevilacqua Aceito

Assentimento / 14:40:19

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE1a_versao_limpa.docx 10/07/2023 |Estela Bevilacqua Aceito

Assentimento / 14:38:31

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [TCLE1a_com_destaque.docx 10/07/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

Assentimento / 14:37:55

Justificativa de

Auséncia

Declaracao de Anuencia2_C_Huntington.pdf 25/04/2023 | Estela Bevilacqua Aceito

|.concordancia 15:28:20

Outros Anexoll_com_destaque.pdf 15/12/2020 | Estela Bevilacqua Aceito
13:15:24

Outros Anexoll_v_limpa.pdf 15/12/2020 |Estela Bevilacqua Aceito
13:08:23

Declaragao de ANEXO_IV_Biorrepositorio_uso_futuro.p| 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Manuseio Material | df 20:48:17

Biolégico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaragéo de Regulamento_biorepositorio.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Manuseio Material 20:47:35

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaragéo de Justificativa_Biorrep.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Manuseio Material 20:47:16

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaracao de ANEXO_III_Biorrep_parceira.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Manuseio Material 20:46:56

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaracédo de ANEXO_II_Biorrepositorio.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Manuseio Material 20:45:29

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaragéo de Declaracao_Infraestrutural.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Instituicdo e 20:41:33
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Infraestrutura Declaracao_|nfraestrutural.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito
20:41:33

Declaragéo de Declaracao_Infraestrutura2.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Instituicéo e 20:40:36

Infraestrutura

Declaracao de Declaracao_de_pesquisador2.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Pesquisadores 20:40:06

Declaragéo de Declaracao_de_pesquisador1.pdf 04/05/2020 |Estela Bevilacqua Aceito

Pesquisadores 20:39:54

Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 29 de Agosto de 2023

Assinado por:

Lais Alves de Souza Bonilha

(Coordenador(a))
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RESUMO

Introducdo: A modelagem in vitro de um sistema de cocultivo tridimensional (3D),
utilizando células endometriais humanas e eventualmente células embrionarias € uma
area inovadora que surge com a possibilidade de aumentar o conhecimento da
fisiologia endometrial e da implantacdo embrionaria. Objetivos: Caracterizar um
modelo de estudo 3D com células endometriais que permita estudos da fisiologia
uterina. Material e métodos: Células endometriais foram isoladas de biopsias uterinas
femininas (n=3), coletadas de acordo com protocolos de ética em pesquisa humana
(IC-USP, CONEP). As biopsias foram digeridas com colagenase II/DNAse | e filtradas
para retencao das glandulas endometriais. Estas foram tripsinizadas para obtengao de
células epiteliais isoladas. Esferas magnéticas anti-CD105 (MACS) foram usadas para
a selecdo positiva e negativa de células endoteliais e estromais, respectivamente. A
pureza das amostras uterinas foi avaliada por imunofluorescéncia/ imunohistoquimica
para as seguintes proteinas: vimentina, citoqueratina, IGFBP1 e CD105/VEGFR2. O
sistema de cocultura 3D incluiu a preparacdo de uma matriz extracelular composta por
uma mistura de fibronectina, acido hialurénico, colageno V, colageno | e colageno Il
em um sistema Transwell contendo células estromais, sobre a qual as células
endoteliais e epiteliais foram plaqueadas. Como um ensaio preliminar, trofectoderma
de embrides aneuploides (n=3) foram coletados e inseridos sobre as células
endometriais cultivadas em sistema 3D, onde permaneceram por 48 horas e entao
foram processados para analise histoldégica. Resultados: O isolamento, cultivo e
preparo da matriz de suporte foram padronizados e as culturas caracterizadas. O
endométrio reconstituido foi caracterizado morfologicamente por coloracdo H&E e
imunohistoquimica mostrando uma organizacdo tipica em que células vimentina-
positivas se mantinham viaveis e embebidas pela matriz extracelular. Células
endoteliais e epiteliais depositadas sobre essa matriz se organizaram sob a forma de
uma monocamada. Apenas um fragmento embrionario constituido por trofectoderma
apresentou aderéncia as ceélulas endometriais. Conclusédo: O sistema de cocultivo
apresentou células endoteliais, epiteliais e estromais viaveis, com caracteristicas
semelhantes as observadas in vivo, no que tange a sua organizagdo tecidual e a
expressdo de biomarcadores tipicos. A adesdo do trofectoderma a esta camada
sugere que mecanismos associados a implantacédo embrionaria 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 | 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 | and collagen Il 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. INTRODUCAO
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As caracteristicas celulares e moleculares da mucosa uterina, ou endomeétrio,
estdo intrinsecamente associadas a sua capacidade de manter o concepto em seu
interior. Em humanos e roedores, este processo é ainda mais critico, na medida em
que o embrido se aloja completamente no intersticio deste tecido, que Ihe propicia
nao so6 alojamento, mas protecdo, nutricio e condicdbes adequadas ao seu
desenvolvimento.

A inser¢do do embrido neste tecido se inicia com o processo dinamico e
complexo denominado de implantacdo embriondria. Durante as etapas deste
processo, o concepto precisa estar adequadamente preparado, adotando estratégias
diversas para garantir sua sobrevivéncia (ASHARY; TIWARI; MODI, 2018).
Simultaneamente, o0 ambiente uterino também deve propiciar um ambiente adequado
para permitir a intruséo e a sobrevivéncia embrionéaria. Esta é uma etapa critica, uma
vez que falhas nesse processo representam 75% das perdas gestacionais (WILCOX
et al., 1988). Vale ressaltar também, que apenas 30% dos casais férteis saudaveis
engravidam espontaneamente na primeira tentativa (ZINAMAN et al.,, 1996)
indicando a complexidade da reproducdo humana. A fertilizag&o in vitro e técnicas
de transferéncia embrionéaria tém ajudado no tratamento da infertilidade humana. No
entanto, as taxas de implantacdo permanecem baixas, 0 que mostra,
inevitavelmente, a necessidade de maiores estudos sobre os tecidos envolvidos na
interagcdo embrido-organismo materno e que garantam 0 sucesso gestacional
(WANG,; DEY, 2006).

Questbes éticas limitam a obtencdo de novos conhecimentos sobre a
implantacdo em humanos e, consequentemente, 0 N0sso conhecimento sobre Varios
aspectos dos tecidos envolvidos nesse processo. Modelos utilizando roedores tem
auxiliado a responder lacunas nestas interacbes, no entanto, nem todas as
informagOes obtidas por essa via podem ser utilizadas quando se trata das
especificas condicdes que se estabelecem em humanos. Estes trabalhos, entretanto,
tém fornecido novos caminhos de estudo para a reproducdo humana, na medida em
que permitem por meio da manipulacdo génica especifica (delecdo ou expresséo
aumentada de alguns genes) desvendar vias possiveis e mecanismos de sinalizacao
molecular coordenada entre o endométrio e o blastocisto (EGASHIRA; HIROTA,
2013). Mesmo assim, a literatura € unanime em admitir a necessidade de estudos

complementares, utilizando modelos alternativos, para fornecer um conhecimento
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especifico a reproducdo humana (WANG et al., 2012).

Evidéncias apoiam firmemente a hipétese de que a implantacdo embrionaria
envolve uma multiplicidade de interacbes cruciais organizadas em cascata e que
0s papéis individuais e integradores dos componentes dos tecidos envolvidos tém
gue ser determinados para que se compreenda o fendmeno de forma globalizada.

Neste estudo, focamos na caracterizagdo de um modelo de reconstrugéo
parcial do endométrio, para ampliar a possibilidade metodologica de estudos
funcionais deste tecido, focando principalmente nas suas possibilidades de interacao
com o concepto ao longo da gestacgéo.

Entretanto, em que pese a relevancia do conhecimento detalhado da fisiologia
endometrial para os processos reprodutivos, a possibilidade de estudar seus
mecanismos funcionais também pode propiciar novas abordagens na compreensao
de sua senescéncia, patologias associadas e terapias possiveis. Neste contexto,
modelos que permitam o estudo dessas abordagens incorporam novas dimensodes e
novas perspectivas na compreensdao de processos fundamentais para a saude

feminina.
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2.1 O endomeétrio e suas fungdes reprodutivas

Estrutural e funcionalmente, a mucosa uterina, ou o endométrio, é dividida nas
camadas funcional e basal. A camada funcional compreende seus dois tercos
superiores (distais ao miométrio) e é caracterizada por respostas especificas aos
hormbnios ovarianos e por se desprender na auséncia destes hormonios
(menstruacdo). Ja a camada mais profunda, a basal, é responsavel por regenerar a
populacdo celular da zona funcional apés a menstruacdo (NGUYEN; SPRUNG;
GARGETT, 2012).

Histologicamente, o endométrio esta revestido por um epitélio simples colunar,
gue invagina em direcdo ao tecido conjuntivo subjacente (estroma endometrial) para
formar as glandulas uterinas (DEVI; DAMAYANTI; MATUM, 2018). Tanto o epitélio
como as glandulas uterinas assumem diferentes fungdées durante a implantacdo e a
manutencdo do embrido no endométrio (DEMIR et al., 2002).

Sob acdo dos hormoénios esteroides, alteracdes moleculares e funcionais
ocorrem nos componentes epiteliais endometriais (PLAISIER et al., 2007; GARRIDO-
GOMEZ et al.,, 2011; VINKETOVA et al.,, 2016). Principalmente sob a acdo da
progesterona, ocorre a inducao da atividade secretora glandular, que passa a secretar
uma ampla variedade de produtos, além de moléculas de carater energético como a
glicose (indispensavel como fonte de energia para a placenta em desenvolvimento,
[FLANNERY et al., 2018]) e o colesterol (essencial para a formagdo de membranas
celulares e organelas, sintese de esteroides e regulacdo da transducdo de sinais,
[LONG et al., 2015; HEMPSTOCK et al., 2004]). Estas secre¢des também incluem
glicoproteinas como a osteopontina, a uteroglobina e principalmente a glicodelina A,
sendo essa Ultima importante para o processo de implantacdo, na medida em que
atua sobre células imunes e trofoblasticas (TOTH et al., 2008). As glandulas 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
inibidorde leucemia (LIF) (HEMPSTOCK, 2004).
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No epitélio superficial do endométrio também ocorrem modificacdes relevantes
induzidas em grande parte pelos horménios esteroides. De crucial importancia, € a
alteracdo no padrdo de expressdo de moléculas de adesdo, o que determina a
possibilidade de adeséo 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 familia de glicoproteinas que participam de mecanismos
de adeséao celular dependente de Ca2+ (TAKEICHI, 1988). Em camundongos, a E-
caderina é encontrada nas células do trofoblasto e no epitélio luminal uterino, durante
0 periodo de peri-implantacdo, indicando um papel no processo inicial de adeséo
(KADOKAWA et al., 1989; ROWLANDS et al., 2000). Selectinas (grupo de proteinas
de ligacdo ao carboidrato) também estdo envolvidas na adeséo blastocisto-epitélio
uterino. Evidéncias experimentais mostram que o bloqueio de L-selectina prejudica a
ligacdo do trofoblasto no epitélio endometrial (GENBACEYV et al., 2003). O CD98, uma
glicoproteina multifuncional localizada na superficie apical do epitélio uterino, também
€ expressa durante a janela de implantacéo, o que sugere sua participacdo na adesao
do blastocisto (DOMINGUEZ et al., 2010).

A producéo e funcionalidade dos esteroides ovarianos sobre o Utero € primordial
para suas fungdes reprodutivas e deve ser mantida durante toda a gestacéo, para que
nao haja descamacédo do endométrio funcional e, consequentemente, um aborto. A
producado destes hormonios pelo corpo luteo € mantida durante a primeira metade da
gestacao pelo trofoblasto, por meio de sua producéo de gonadotrofina coribnica, de
acdo luteotréfica e, apds esse periodo pela propria 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 funcdes sob a acgéo
dos hormonios esteroides (UJVARI; GRAELLS BRUGALLA; HIRSCHBERG, 2020).
Particularmente a presenca da progesterona é fundamental para induzir complexas e
essenciais alteracdes celulares e moleculares no endométrio, como por exemplo, o
processo de decidualizacéo, preparando o acesso e manutencao do embrido durante
e apos sua implantacdo (MURAKAMI et al., 2014; CRITCHLEY et al., 2020).

Durante este processo, 0 estroma endometrial passa a ser denominado de
decidua, um tecido adaptado para receber o embrido (KREGE et al., 1998;
GELLERSEN; BROSENS, 2014). Embora a decidualizagdo se inicie a cada ciclo

menstrual, quando a gestacao se inicia, ela evolui para etapas mais complexas desta
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preparacao (GARGETT; CHAN; SCHWAB, 2008). As principais fun¢gdes desse tecido
especializado séo: controle da invaséo trofoblastica (SHARMA; GODBOLE; MODI,
2016), formacdo de um microambiente de regulacdo imunoldgica para aceitacdo do
feto alogénico (MURATA; TANAKA; OKADA, 2021), producdo de horménios
(CHEUNG et al., 2021), vascularizagcdo para a manutencéo fetal (ROBSON et al.,
2019), resisténcia ao estresse oxidativo (ZHENG et al.,, 2020) e mecanismos de
regulacdo hemodindmica para a chegada de sangue arterial a placenta fetal
(GNECCO et al., 2019).

Do ponto de vista morfolégico, o processo de decidualizacdo inclui a
transdiferenciacdo das células estromais endometriais que perdem suas
caracteristicas fibroblasticas (células fusiformes) e se transformam em células
epitelidides, grandes, poligonais, por vezes multinucleadas e altamente
especializadas (PAN-CASTILLO et al., 2018). Demais alteracdes nessas células que
passam a ser denominadas de deciduais, incluem: acimulo de glicogénio e lipidios
no citoplasma (MORI et al., 2016), estabelecimento de complexos juncionais entre
células vizinhas (ENDERS; SCHLAFKE, 1967; FINN; LAWN, 1967), expansédo do
conteudo organelar, aumento da expressdo de proteinas de matriz extracelular e
producdo de hormonios (PAN-CASTILLO et al., 2018).

Os principais produtos das células deciduais sdo a prolactina (PRL) e a proteina
| de ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP1), comumente
utilizados como marcadores do processo de decidualizacdo (MASLAR;RIDDICK, 1979;
GIUDICE; DSUPIN; IRWIN, 1992). Essas proteinas estimulam o crescimento e
invasao do trofoblasto, previnem a rejeicdo imunoldgica, modulam a sobrevivéncia das
células uNKs e promovem angiogénese local (IRWIN et al., 1993). Além disso, essas
células também produzem relaxina e componentes da matriz extracelular (QIN et al.,
1997).

Durante a decidualizacdo, é possivel notar um influxo de células imunes para a
decidua. Estas células sdo principalmente células natural killer uterinas (uNKs,
perfazendo cerca 70% dos leucécitos endometriais), macréfagos (cerca de 20%), e
células T reguladoras (KING et al.,, 1989; LOKE; KING; BURROWS, 1995). Este
repertorio de leucdcitos tém uma ativa participacdo em mecanismos de tolerancia
imunoldgica ao feto (MURATA; TANAKA; OKADA, 2021), remodelagdo vascular
(HARRIS, 2010), angiogénese (QUENBY et al.,, 2009) e facilitacdo da migracéo
trofoblastica (HANNA et al., 2006). Evidéncias mostram que as ceélulas deciduais

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

Diferente das demais células NKs que existem no nosso organismo, as uNKs
parecem nao exibir funcdes citotoxicas (KALKUNTE et al., 2008). Quando estimuladas
por citocinas, como a interleucina 15 (IL-15) e outros fatores soluveis (produzidos por
células deciduais, células do sistema imune [VERMA et al., 2000] e células vasculares
[CASTRO-RENDON et al., 2006]), secretam interferon-gama (IFN-y), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e angiopoetinas, dentre outros fatores
biologicamente ativos, que vao atuar na formacao de novos vasos e na remodelacéo
dos vasos arteriais (HANNA et al., 2006). Células deciduais e trofoblasticas também
secretam fatores pro-angiogénicos, destacando a importancia destes fatores na
fisiologia da gestacdo (SMITH, 2001). Dentre estes, se destaca o papel
desempenhado pelo VEGF induzindo também a proliferacdo das células endoteliais
uterinas. Camundongos knockout para VEGF apresentam fraco desenvolvimento da
rede vascular, falhas no processo de implantacdo e abortos recorrentes, o que
enfatiza a condicdo sine qua non de uma rede vascular adequadamente adaptada
para a implantacdo e placentacdo (FERRARA, 2004).

Nesse contexto, a decidualizacdo tem sido descrita como uma reprogramacao
do estroma endometrial que inclui organizacdo de matriz extracelular, adesao celular,
transducéo de sinais, alteracfes metabdlicas, respostas especificas ao estresse e aos
processos inflamatoérios e modulacdo da apoptose. Tudo isso garante propriedades
bioquimicas e celulares Unicas ao estroma endometrial permitindo a implantacéo do
blastocisto de forma segura (NG et al., 2020).

A relevancia do tecido decidual tem sido apontada em casos de infertilidade
feminina, como por exemplo a Falha Recorrente de Implantacéo (RIF). Nesta condicéo,
mulheres submetidas ao procedimento de Fertilizac&o In Vitro (FIV) com embribes de
boa qualidade, repetidamente n&o obtiveram sucesso na fertilizagéo (TICCONI et al.,
2021). Quando comparado com mulheres férteis, o endométrio destas pacientes
apresentou alteragfes na sinalizagdo da prostaglandina que é um importante indutor
da decidualizacdo, sugerindo uma possivel falha nesse processo (ACHACHE et al.,
2010). A proliferagéo e diferenciagdo excessiva das células deciduais também esta
associado ao prejuizo da implantacdo embrionaria (PLAKS et al., 2008), bem como a
“resisténcia a decidualizagao”, que é a incapacidade do endométrio de decidualizar (NG
et al., 2020).
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2.2 As relacBes precoces entre o concepto e endométrio

Em primatas e roedores, o embrido inicialmente adere a superficie endometrial,
e em seguida invade o epitélio e seu tecido conjuntivo subjacente para alcancar os vasos
uterinos, afim de formar a placenta (KIM; KIM, 2017). Este processo é definido como
implantacdo embrionéria, é responsavel pela ancoragem do concepto ao endométrio
e determina o inicio do desenvolvimento placentario.

Ao chegar na cavidade uterina, 0 embrido, na fase de blastocisto, se posiciona no sitio
de implantacéo e inicia um didlogo materno-embrionério de fundamental importancia.
Esta fase conhecida como fase de aposicdo, tem se mostrado um periodo de
expressdo de mdultiplos genes e proteinas em ambos 0s organismos materno e
embrionério e essencial para que a adesao subsequente ocorra (RAMATHAL et al.,
2010).

Na medida em que a adesdo embrido-epitélio endometrial prossegue, mediada
pela expressdo de moléculas de adesdo (integrinas, caderinas, selectinas e
imunoglobulinas (UCHIDA et al., 2012; APLIN; RUANE, 2017), ocorre a diferenciacao
das suas células periféricas — o trofoblasto — em citotrofoblasto, uma camada de
células individualizadas e alta atividade proliferativa. As células oriundas desta
proliferacdo se fusionam e formam uma camada externa sincicial em contato com o
epitélio, o sinciciotrofoblasto (RUANE et al., 2020).

Em estudos utilizando modelos primatas ndo humanos e células humanas em
sistemas de cocultivo, foi possivel identificar a penetracdo de projecbes do
sinciciotrofoblasto no epitélio endometrial até a sua lamina basal, e o estabelecimento
de juncdes intercelulares entre estas duas populacoes celulares (ENDERS et al., 1983;
SMITH et al., 1987; RUANE et al., 2022). Ap6s a degradacdao da lamina basal o
sinciciotrofoblasto alcanca e se espraia no estroma endometrial. Esta invasdo 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 Obvias limitagbes

experimentais este mecanismo acaba permanecendo no campo especulativo.

2.3 O papel da matriz extracelular endometrial

Um ponto importante na interagdo endomeétrio-blastocisto € o suporte fornecido

no tecido decidual pelos diferentes componentes da matriz extracelular (MEC).
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Evidencias experimentais mostram que esta MEC nao é apenas um substrato
estrutural passivo (STREULI, 1999). Papéis especificos atribuidos a estes
componentes incluem a regulacdo da intrusdo do blastocisto, o controle da invasao
trofoblastica e a formacdo de uma placenta eficiente e funcional (DAMSKY;
SUTHERLAND; FISHER, 1993; TURPEENNIEMI-HUJANEN et al., 1995).

A MEC endometrial € rica em proteinas fibrosas e proteoglicanos, com funcdes
de suporte, integracao entre as células locais e sinalizacéo bioquimica (10ZZ0O, 1998).
A interacdo células - MEC se d& por meio de moléculas de adesdo presentes na
superficie das células, tais como integrinas e selectinas, através das quais ha inducao
de sinalizacbes celulares especificas que regulam o fendtipo e o comportamento
dessas células (KIM; TURNBULL; GUIMOND, 2011). No endométrio, esse arcabouco
é dinamico, em constante remodelagdo, o que é essencial para manter a homeostase
endometrial (O’'CONNOR et al., 2020).

Durante as fases do ciclo menstrual, e sob regulacédo hormonal, a deposicéo de
componentes da MEC endometrial sofre variacbes importantes. Sob a agcdo da
progesterona, o colageno tipo VI e a fibronectina séo encontrados apenas nas paredes
dos vasos sanguineos, enquanto colageno tipo V, torna-se abundante durante toda a
fase de decidualizacéo. Células decidualizadas também contribuem com a sintese de
colageno tipo IV, laminina e proteoglicanos de heparan sulfato (APLIN; CHARLTON;
AYAD, 1988).

Evidéncias mostram que componentes da MEC também s&o vitais para a
regulacdo da invasao trofoblastica, no entanto, muitos desses estudos evidenciam
apenas 0 papel desses componentes na invasao embrionaria mais tardia apos a
implantacdo embrionéria (LALA et al., 2021). Com um processo invasivo que se
assemelha ao de células tumorais, a invasé@o de células trofoblasticas no endométrio
requer a ligacdo a componentes da MEC, alteracdes no citoesqueleto que levem ao
movimento direcionado e degradacéo pontual da MEC para o avancgo pelos espacos
degradados. Nestas interacdes, um papel crucial tem sido atribuido a laminina e a
fibronectina, nas fases iniciais de fixacdo/ancoragem do trofoblasto. Um aspecto
regulatério importante neste processo é a capacidade de producéo de enzimas que
degradam a matriz (exemplo: metaloproteinases) por parte do trofoblasto e a de
inibidores dessas enzimas produzidos pela decidua (IRVING; LALA, 1995; LALA et
al., 2021).

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

de implantacdo. Estudos mostraram que niveis de colageno 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 auséncia ou
reducdo no suporte estrutural necessario para a invasao trofoblastica parece ser um

fator chave para o insucesso do processo de implantacdo embrionaria.

2.4 A vascularizacdo endometrial e seu papel na manutencdo do concepto

RamificacOes da artéria uterina adentram o miométrio e ddo origem as artérias
espiraladas no endométrio, que formam uma densa rede de capilares (sinusoidais) na
regido subepitelial. Os componentes celulares destes vasos arteriais s&o responsivos
a hormonios (ROBERTSON, 1976; PEEK; LANDGREN; JOHANNISSON, 1992). Sob
acao estrogénica, ha crescimento das artérias espiraladas na camada funcional
(DEANS; ABBOTT, 2010; CHEN; CHANG; YAO, 2013), enquanto sob a acdo da
progesterona (fase secretora do ciclo menstrual) essa rede de vasos se remodela e
amadurece para aumentar a resisténcia vascular e se preparar para implantagéo
embrionaria (AMER et al., 2010; CHEN; CHANG; YAO, 2013).

Durante a implantacdo, as imagens obtidas de embrides humanos sugerem que
o trofoblasto abre os capilares endometriais subepiteliais estabelecendo uma
continuidade vascular com esses componentes, possivelmente por meio de juncdes
intercelulares com estas estruturas. Este acesso ao plexo venoso subepitelial e
consequentemente ao sangue materno, permite a liberagcdo de gonadotrofina
coribnica na circulacdo periférica para alcancar o corpo liteo e manté-lo ativo
produzindo progesterona para a manutencdo do endométrio funcional (ENDERS,
2007). Além disso, prové niveis de oxigénio e nutrientes para as primeiras etapas de
diferenciacdo embrionéria, antes que a placenta esteja plenamente formada e sem a
qual ndo ha manutencdo do metabolismo embrionario (PIJNENBORG, 1998;
BENIRSCHKE; KAUFMANN, 2006). O fato deste sangue ser obtido via circulagéo
venosa, permite ainda, o desenvolvimento de um ambiente de fluxo mais lento e
adequado as trocas moleculares (PATEL et al., 2010). Apesar da extrema importancia
deste processo, ndo ha dados que indiquem que mecanismos de invasao e controle

estdo envolvidos nesta etapa da gestacdo em humanos.

Devido as propriedades exclusivas de diferenciacdo, invaséo e sinalizacédo que
ocorrem na implantacdo humana, o estudo advindo de outros animais ndo pode, até
0 momento, ser diretamente extrapolado (ZAMBUTO; GLANCY; HARLEY, 2019).
Estudos em macacos e babuinos, entretanto, mostram caminhos possiveis para

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

também nao foram estudados nestes animais.

2.5 Disfuncdes endometriais e infertilidade

Relatério recente publicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), relata
a alta incidéncia de infertilidade (1 em cada 6 pessoas em todo o mundo), incluindo a
infertilidade como um grave problema de saude publica 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 disfuncdes
uterinas e, particularmente, falhas de implantacéo. Acredita-se que cerca de um terco
destas falhas estejam associadas a receptividade endometrial prejudicada (ALTMAE
et al., 2017; TOMARI et al., 2020). Sdo alguns exemplos de patologias conhecidas que
incluem disfuncdes endometriais e que estdo associadas a infertilidade: endometrite
(SINGH; SETHI, 2022), endometriose (KOLANSKA et al., 2021), adenomiose
(SZUBERT et al., 2021), pdlipos endometriais (RSHOUD et al., 2022), hiperplasia e
cancer endometrial (TIAN et al., 2020). Além disso, fatores como desregulacdo das
células imunes do endométrio, também parecem estar envolvidos com perdas
gestacionais (PARVANOV et al., 2023). Nestas patologias ocorre um desbalanco entre
0Ss componentes endometriais e 0 desvio total ou parcial de suas funcdes o que
centraliza na incapacidade do endométrio em sustentar a implantacdo ou a
manutenc¢ado do concepto em seu interior. Os mecanismos moleculares envolvidos em
cada uma destas patologias tem sido alvo de inimeros estudos, mas infelizmente,
ainda nao completamente associados a terapias que permitam o retorno a fertilidade.

Neste contexto, direcionar estudos que possam contribuir para minimizar este
problema social e de salde, que gera um devastador 6nus econdmico e pessoal aos

casais e aos servicos de saude publica €, desta forma, central e primordial.

2.6 Estudando sistemas bioldgicos

O estudo dos processos biolégicos (fisioldgicos ou patoldgicos) exige o uso de
ferramentas apropriadas e diversas, que permitam responder questbes em diferentes
niveis (molecular, celular e tecidual). Estes estudos incluem desde a andlise de
processos e moléculas em individuos desafiados ou ndo a diferentes condicbes
experimentais (estudos in vivo), até analises de mecanismos biol6égicos, também em

diferentes niveis, em sistemas in vitro.

No sistema in vitro, a cultura de células e tecidos tem contribuido de maneira
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crucial na compreensédo de mecanismos vitais e suas alteracdes e respostas mediante
estimulos especificos de diferentes naturezas. Recentemente, a engenharia de tecidos
trouxe também a possibilidade de criacéo de tecidos artificiais para substituir ou reparar
tecidos danificados, abrindo novos horizontes as técnicas de cultura de células em

estruturas tridimensionais para a regeneragao tecidual.

2.7 Sistemas de culturas tridimensionais

A estrutura celular, a disposicdo espacial e o dialogo célula-célula e célula-
microambiente estéo interligados e sdo essenciais em varias dinamicas celulares, tais
como: migracéo, crescimento, proliferacéao, diferenciacéo e morte e padrao distinto de
expressdes génicas. Os modelos experimentais in vitro ttm como objetivo imitar as
condic@es in vivo da melhor forma possivel, o que nem sempre pode ser alcancado.

Estudos envolvendo culturas 2D trouxeram uma grande contribuigdo para um
maior entendimento de diversos funcionamentos biolégicos. No entanto, as
simulacdes de carater fisiopatoldégico encontrado em sistemas organicos complexos
in vivo demarcam a fronteira desse modelo (VIDI et al., 2013). Dentre essas limitagdes,
destaca-se a incapacidade de organizacdo espacial das células em tecidos e suas
interacbes com células de outros compartimentos teciduais. Mais recentemente, a
possibilidade e eficacia de modelos 3D, permitindo essas interacfes, ultrapassando
algumas das limitagdes do sistema 2D, tem mostrado novas oportunidades de estudo
(SCHUTTE et al., 2012). O sistema de cultura 3D permite a criagdo de complexos
teciduais e uma maior rigueza de detalhes quanto a sua configuracdo espacial e
funcional. Além disso, também pode propiciar um microambiente que favoreca a
comunicacdo 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 a base de biopolimeros naturais/sintéticos como scaffolds para
a incorporacédo de diferentes tipos celulares. Estes modelos trazem a vantagem de
reconstruir a integridade morfolégica e funcional do tecido e ndo de células isoladas
(DUVAL et al., 2017). Na medida em que mimetizam as caracteristicas de 6rgaos ou
tecidos especificos, estes modelos — organoides - tém sido uma ferramenta inovadora
no estudo do desenvolvimento, funcdo e patologias de 6rgdos humanos. Também,

tem se mostrado ferramentas essenciais na avaliagdo da eficicia e toxicidade de
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medicamentos, mecanismos de infec¢des e terapias especificas.

2.8 Uso de modelos 3D em reproducéao

Recentemente, estudos tem mostrado a constru¢cdo 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 gestagcao). Estes autores mostraram o isolamento e
cocultivo de células estromais e epiteliais em uma matriz 3D de colageno tipo I. Outro
estudo, utilizou células estromais e epiteliais de utero bovino na fase latea inicial. As
células estromais foram cultivadas até que produzissem sua prépria matriz

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

No que tange a invasao trofoblastica, You e colaboradores (2019) utilizaram um
sistema 3D complexo envolvendo células estromais e esferoides compostos de células
da linhagem trofoblasticas Sw.71. A invaséo trofoblastica 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 citotrofoblasticas
vilosas primarias, cultivadas sobre tecido uma matriz contendo linhagens de células
endometriais, afim de mimetizar a barreira placentaria. (NISHIGUCHI et al., 2019).
Este sistema tridimensional também foi utilizado para estudos sobre a diferenciacéo
de células tronco embrionarias humanas em trofoblasto (HORII et al., 2020).

Utilizando um complexo e dindmico modelo 3D utilizando camara de biorreator
para hospedar a placenta bioimpressa e integrada a uma bomba peristéltica, Kuo e
colaboradores (2019) mostraram que células da linhagem trofoblastica HTR8-Sv-neo
podem induzir apoptose em células endoteliais obtidas de cordao umbilical através da
regulacéo positiva de fosfatidilserina e CASP3 e CASPO9.

Recentemente, PARK e colaboradores (2022), através de implante em chip,
reconstruiram a organizacao estrutural tridimensional da interface materno-fetal para
avaliar a invasao do trofoblasto extraviloso no endométrio. Esses autores utilizaram
células primarias obtidas de placentas humanas de primeiro trimestre, e mostraram
gue as artérias endometriais sofreram apoptose induzida pelo trofoblasto extraviloso,
durante o processo de remodelacao vascular. Esse processo foi avaliado pelo aumento

da expresséo de caspase 3 (PARK et al., 2022).
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Apesar do notavel avango das técnicas empregadas para analise da interface
blastocisto-endométrio, ainda ha hiatos a serem preenchidos no que diz respeito aos
processos envolvidos. Diferente das interagfes tardias do processo gestacional
utilizando citotrofoblasto extraviloso e endotélio vascular arterial, que tém recebido
maior atencdo cientifica, as fases iniciais do processo de implantagdo embrionaria
humana e que compreende as relagbes diretas entre as células trofoblasticas e
endometriais, ainda sdo muito pouco exploradas e conhecidas. Neste contexto,
modelos que permitam esses estudos podem ter grande valia para a ampliacdo do

conhecimento dos processos envolvidos na fisiologia uterina e reprodutiva.
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS
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3.1 Hipotese

Nossa hipbtese é que a reconstrucdo parcial de endométrio em um sistema de

cocultivo 3D é um método viavel 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 implantacdo embrionéria.

3.2.1 Objetivos especificos

e Isolar e caracterizar células uterinas oriundas de bidpsias endometriais
humanas.

e Manter as células endometriais estromais em uma matriz extracelular capaz
de sustenta-las em um arranjo tridimensional.

e Caracterizar morfologicamente o sistema de cocultivo nas quais células
endometriais (endoteliais) revistam um tecido conjuntivo reconstituido

contendo células estromais em matriz extracelular.



49

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Obtencdao das bidpsias endometriais

As células endometriais foram isoladas e congeladas a partir de fragmentos de
bidpsias de endométrio de mulheres de casais com fator masculino de infertilidade e
com indicagédo de tratamento por fertilizacdo in vitro. As amostras foram obtidas na
Clinica Huntington de Reproducdo Humana, por pessoal clinico especializado (n=3).
Como parte de suas analises clinicas, essas mulheres foram submetidas a biopsias
endometriais para analises génicas especificas e concordaram em doar um fragmento
da bidpsia para esse estudo. O delineamento experimental recebeu a aprovacéo do
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (Plataforma Brasil, CAAE:
31433520.1.0000.5467; 72592823.0.0000.5467) e da Comissdo de Etica para
Estudos em Humanos. Todo material foi coletado apds o consentimento das pacientes
a partir da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para doagéo
de material biol6gico para pesquisa.

Critérios de inclusé&o: Foram incluidas no estudo mulheres saudaveis com
idade < 35 anos, com ambos o0s ovarios, sem anomalia pélvica e/ou uterinas
clinicamente significativas; com dosagens séricas hormonais dentro dos limites de
normalidade (FSH, LH).

Critérios de exclusé@o: Foram excluidas do estudo mulheres que: apresentaram
doencas crbnicas, degenerativas, genéticas ou autoimunes ou ainda que estiverem
reconhecidamente infectadas por HIV, HCV ou HBV; utilizaram medicamentos de
forma crbnica; apresentaram hidrossalpinge ou adenomiose; portadoras de
malformacg@es uterinas; ou que realizaram cirurgia prévia uterina, como miomectomia
ou curetagem.

O fragmento destinado a experimentacgéo foi inserido em meio de transporte
estéril (meio de cultura DMEM/F12 [Dulbecco's modified Eagle's/F12 medium,
Sigma®-Aldrich] e 1% de solucdo de antibiéticos [50 U/mL penicilina; 0,05 mg/mL
estreptomicina, Gibco]) imediatamente apds a sua coleta e transportado em gelo para
o Laboratorio de Estudos da Interagdo 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 digestéao
enzimatica dos fragmentos das bidpsias uterinas. Parte das células obtidas foram
utilizadas para caracterizagcédo da populagéo e parte congeladas para serem utilizadas
durante as fases experimentais.

O procedimento de isolamento incluiu as seguintes etapas:

1) Lavagem das bidpsias em meio Hank salino balanceado e livre de ions calcio e
magneésio (HBSS, Hanks’ balanced salt solution, Sigma).

2) Dissociacao celular por meio de digestdo enzimatica com colagenase Il (Img/mL,
Sigma) e DNAse | (0,1 mg/mL, Sigma) em HBSS, seguida de adicdo de meio
contendo 20% de soro bovino fetal (SBF, Cultilab).

3) Filtragem em filtro de 70 um (Cell Strainer; BD) para retencdo das glandulas
endometriais.

4) As estruturas retidas foram tratadas com tripsina (0,05%, Gibco) por 30 min,
seguida de adicdo de meio contendo 20 % SBF, para neutralizacdo da atividade
enzimatica. 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 antibioticos (50 U/mL penicilina/0,05 mg/mL estreptomicina) para cultivo
em placas de 24 pocos. Apos a confluéncia estas células foram expandidas por
duas passagens seguidas, ap6s o que foram ou congeladas a -800C para uso nos
experimentos futuros ou replaqueadas para determinacdo de curvas de
crescimento e caracterizacdo imunohistoquimica para avaliagdo dos tipos
celulares presentes na cultura.

5) As células que ultrapassaram o filtro (item 3) receberam meio DMEM/F12
contendo 20 % SBF, para neutralizacdo da atividade enzimética e foram
submetidas a selecdo por meio de beads magnéticos para separacao dos

componentes celulares presentes no estroma endometrial.

4.3. Selecdo e cultura das células presente no estroma endometrial

As células obtidas apos a digestao enzimatica das bidpsias foram submetidas a
selecdo positiva em coluna imunomagnética MACS, com microbeads magnéticos
acoplados ao anticorpo priméario anti-CD105 (Milteny, Biotec Inc.). A selegéo
obedeceu as instru¢des do fabricante, que brevemente incluiram:

1) Incubacao por 15 min para a ligacéo antigeno-anticorpo das células com beads
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magnéticos aderidos ao anticorpo anti endoglina (CD105): componente do
receptor para TGF-[3, altamente expresso em células endoteliais.

2) Adeséo das células aderidas ao anticorpo a parede do tubo com o auxilio de
um ima (sistema magnético MACS - Milteny Biotec Inc.).

3) Lavagem das células ndo aderidas a parede do tubo (selecdo negativa) com
meio de cultura e coleta destas células que foram designadas células
estromais.

4) Liberacdo e coleta das células aderidas aos beads (selecdo positiva) por
pressdo aplicada ao tubo, compondo a populacédo 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 sodio, 0,5 mg/mL lactato de calcio, 1%
aminoacidos nao essenciais,0,2 pg/mL insulina, 4 mg/mL albumina sérica bovina, 300
pg/mL B-estradiol, 20 ng/mL progesterona e antibiéticos [50 U/mL penicilina/ 0,05
mg/mL estreptomicina, Gibco®], plagueadas isoladamente em placas de 24 pocos
(Corning) e mantidas em cultura a 37°C, em atmosfera imida, contendo 5% de CO2.
Assim como as células epiteliais, apds a confluéncia as células foram expandidas por
duas passagens seguidas e, congeladas a -80°C para experimentos futuros ou

replagueadas para determinacéo de curvas de crescimento e caracterizacao celular.

4.4. Crescimento das células obtidas em condi¢fes de cultivo

Para determinacdo das caracteristicas de crescimento, as células epiteliais,
estromais e endoteliais foram plaqueadas em placas de 24 poc¢os na concentracao
inicial de 2x104 células/pogo. A cada 24 horas, as células viaveis e inviaveis foram
contadas utilizando-se a técnica de excluséo de células ndo 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 ap06s 24, 48 e 72 horas do plagueamento inicial

e utilizadas para a preparacgéo de curvas de crescimento.
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4.5, Caracterizacao das células isoladas

Para caracterizar o isolamento, células epiteliais, endoteliais e estromais foram
submetidas a imunorreagdes (imunofluorescéncia ou imunohistoquimica) para a

localizacéo de biomarcadores destas trés populacdes celulares, como se segue:

— Para células estromais — vimentina (filamentos intermediarios presentes em
células de origem mesenquimal) e presentes em fibroblastos, células deciduais,

células endoteliais e células imunes.

— Para células deciduais — IGFBP1 (Proteina 1 de ligacdo do fator de

crescimento semelhante a insulina).

— Para células endoteliais - endoglina [CD105] ou receptor 2 do fator de

crescimento vascular endotelial [VEGFR2].

— Para células epiteliais — citoqueratina (filamento intermediario presente nos

epitélios).

O protocolo de caracterizacdo por imunorreacdes incluiu: i) fixacdo das células
com 2% paraformaldeido em 0,1 M tampéo fosfato-salina pH 7,2 (PBS, Sigma) por 1
h e em seguida lavadas com este mesmo tampao; ii) bloqueio dos sitios antigénicos
inespecificos (BSA a 1% em PBS por 20 minutos); iii) incubacdo com os anticorpos
priméarios (conforme Tabela 1); iv) incubacdo com anticorpos secundarios por 1 h em

camara Umida, a 37°C.

Para as reacfes de imunofluorescéncia, as amostras foram montadas com o
meio de montagem DAPI (4',6 diamidino-2-fenilindole dihidrocloridrico, Vectashield®,
Vector Lab.) e analisadas no microscopio de fluorescéncia Axioskop2 (Carl Zeiss,

Alemanha).

Para reacdes de imuno-histoquimica, as células foram antes dos procedimentos
acima mencionados, submetidas ao blogueio da peroxidase enddgena (perdxido de
hidrogénio 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. Reagdes controle tiveram os anticorpos primarios omitidos das

reacOes de imunofluorescéncia e imunohistoquimica.

O namero de células reativas e de nucleos DAPI-positivos ou Hematoxilina-
positivos foram contados em 6 campos microscopicos (x400) distintos e

randomicamente obtidos, de trés culturas realizadas em diferentes ocasides para cada
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um dos marcadores utilizados. A relacdo entre o total de células reativas pelo total de
ndcleos foi obtida para o célculo percentual de cada tipo celular presente nos trés
grupos de amostras (células epiteliais, endoteliais e estromais). Os resultados foram
mostrados como média *+ desvio padrdo ou erro padrdo da média conforme

identificado nas legendas.

Tabela 1 — Anticorpos primarios

Proteina/
biomarcador alvo

Anticorpos primarios/secundarios

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

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

Vimentina (Vim) Anti- vimentina produzida em rato (Biogenex)

Células de origem

mesenquimal Anti-lgG de rato, produzido em coelho conjugada a peroxidase

(Dako) ou FITC (Sigma)

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

CD105
Células endoteliais Anti-lgG de camundongo produzido em cabra conjugada a
peroxidase (Dako) ou FITC (Sigma)
Anti-IGFBP1 produzido em camundongo
IGFBP1
Células deciduais Anti-lgG de camundongo produzido em cabra conjugada a

peroxidase (Dako) ou FITC (Sigma)

4.6. Construcao do ambiente 3D

O ambiente 3D (Figura 1) foi construido utilizando-se uma mistura de
fibronectina, colageno V, colageno I, colageno Il e acido hialurénico (todos obtidos da
BD) nas concentracdes finais de 0,04 pg/mL, 0,04 pg/mL, 320 pg/mL e 320 ug/mL, 300
png/mL respectivamente, preparados conforme previamente descrito (CHEN et al.,
2008) em um volume final de 180 uL. A essa mistura era entdo adicionado 20 uL de
DMEM/F12  suplementado contendo 1x10° células estromais. Essa mistura foi
adicionada ao compartimento superior de placas de 24 poc¢os do tipo Transwell
(Transwell Membrana PC de 5,0 ym, Corning). A matriz contendo as células foi

mantida em incubadora a 37°C, por 2 horas para a polimerizagcao dos seus
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componentes. Apos sua gelificagdo, 10 uyL 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 37°C, ap0s o0 que recebeu 1x10° células epiteliais ou
endoteliais em meio DMEM/F12 suplementado. O compartimento inferior do sistema
recebeu 0 mesmo meio de cultura. O sistema de cultivo foi mantido em incubadora a
37°C, com 5 % de CO2 por adicionais 48 horas, para a caracterizagdo morfologica do

modelo.

1x10° células estromais

DMEM/F12
suplementado
Fibronectina com 10% SBF
Colagenos V- 1Il -1 Polimerizacdo
Acido Hialurdnico 379C, 2h
1 x 10°
células epiteliais
ou endoteliais
DMEM/F12 Matrigel
suplementado 37¢C, 30 min
com 10% SBF
24-48 horas

Figura 1: Figura ilustrativa do preparo do cultivo 3D de células endometriais em Transwell.
Apo6s o preparo da matriz-suporte uma fina camada de matrigel sera adicionada na superficie
da matriz gelificada. As células epiteliais/endoteliais serdo entéo inseridas sobre esta camada,

onde permanecerdo 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 Clinica Huntington Medicina Reprodutiva por meio de
micromanipuladores e transportados em Meio G-MOPS plus (Vitrolife, Denver, USA),
para o Laboratério para seguir ensaios de adesdo e invasdo sobre células
endometriais.

Os fragmentos de trofectoderma foram entéo incubados em uma mistura de meio
de cultura DMEM/F12-GMOPS (1:1, v/v) por 30 minutos a 37°C em condi¢des
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estéreis. ApOs este periodo, sob estereomicroscépio, 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 37°C, em ambiente iumido com
5% de COz2. Apos esse periodo, o sistema foi fixado em 2% paraformaldeido em PBS
por 30 min e seguiu procedimentos histolégicos rotineiros para a obtencéo e analise

de cortes de 5 um de espessura, conforme descrito a seguir.

4.8 Preparacdo das amostras em 3D para analise morfoldgica

Antes do processamento histologico dos cocultivos montados em Transwell foi
utilizado um procedimento para manter sua estrutura tridimensional. Para isso, 0
sistema foi inicialmente lavado em PBS a 37°C, e em seguida fixado em 2%
paraformaldeido em 0,1 M PBS, pH 7,2, por 10 minutos. Ap0s novas lavagens em
PBS, o filtro inferior do sistema Transwell foi delicadamente retirado com o auxilio de
bisturis e o sistema introduzido em agar a 5% em agua destilada, para preparar um
bloco completamente revestido pelo agar (Figura 2). Este bloco foi novamente fixado
no paraformaldeido por adicional 10 minutos para endurecimento do agar. Este
procedimento permitiu a manipulacdo do material evitando a perda do tecido durante
as etapas do processamento histolégico, além de uma orientacdo mais eficaz das
amostras no momento dos cortes em microtomo (YE; DAWSON; LYNCH, 2015).

As culturas foram rotineiramente processadas para inclusdo em Paraplast
(Sigma). Cortes de 5 um foram obtidos e corados pela Hematoxilina e Eosina para
analises morfolégicas em microscopia de luz convencional ou submetidos a

imunorreacdes para a determinacao espacial dos componentes celulares
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Figura 2. Diagrama esquematico representando a preparagdo do sistema 3D para
processamento histolégico — A membrana foi removida do Transwell com ajuda de um bisturi
(A) e depositada, de forma horizontal, entre duas gotas de agar, formando um “sanduiche”
(B). Em seguida o material foi colocado em cassete, onde foi feito o processamento histolégico
(C). Em D, notar que o material foi incluido em parafina de forma vertical, para que tenhamos
o plano de corte contendo todas as camadas preparadas (endotélio/epitélio — matrigel —
matrizcom células estromais).

4.9 Caracterizacao das células cocultivadas

A organizagéo no sistema de cultivo 3D foi analisada por microscopia de luz
convencional e reacdes de imunofluorescéncia para a localizagdo do CD105 e
vimentina. Cortes de 5 um foram desparafinizados e hidratados e submetidos a
reacdes de imunofluorescéncia conforme descrito no item 4.4, utilizando os anticorpos
primarios anti vimentina (Biogenex) e anti-CD105 (Abcam) e seus respectivos
anticorpos secundarios conforme descrito na Tabela 1.
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5. RESULTADOS
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5.1. Caracterizacdo das células isoladas em sistema 2D

As células epiteliais provenientes das glandulas endometriais tripsinizadas e
isoladas como epiteliais apresentaram crescimento em ritmo rapido e crescente,
atingindo confluéncia e formando monocamadas apés 48 h de cultivo (Figura 3A).
Essas células apresentavam formas poligonais e quando confluentes formavam uma

monocamada tipica de células epitelioides.

100

v
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60
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==

ock ovimM

Porcentagem de células reativas
a0 anticorpo/total de nucleos

Figura 3: Caracterizac@o 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 ap6s
48 h de cultivo. (C-D): Imagens representativas de reagbes de imunofluorescéncia para a
caracterizacao das células isoladas de biopsias endometriais e designadas como epiteliais.
(C) A grande maioria das células apresentaram reatividade para citoqueratina — biomarcador
de células epiteliais. (D) Um menor numero de células foi reativo a vimentina. As imagens
representam a sobreposi¢cdo da imunorreatividade em verde (FITC) e da coloragdo nuclear
com DAPI, em azul (no detalhe da imagem, apenas DAPI). (B) O gréfico evidencia esses
resultados (média + DP, n=3), expressando a natureza das células cultivadas em

porcentagem.

A caracterizacdo destas células mostrou 87 + 2,6 % de células reativas a
citoqueratina nas culturas realizadas com o protocolo estabelecido (Figura 3C),
revelando a prevaléncia de células epiteliais. Além disso, apenas cercade 11 +2,2 %

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

ApoOs 48 h de cultura, as células denominadas endoteliais (selecionadas pelo
anticorpo anti- CD105) apresentaram forma estrelada e com duas a trés longas
projecdes que se comunicavam com as células vizinhas (Figura 4A-B). Estas células
mostraram crescimento crescente nas 72 h que se mantiveram em cultivo nas
condicOes anteriormente descritas (Figura 4C), formando monocamadas que cobriam
grande parte das placas de cultura (dados ndo mostrados).

A caracterizacdo por imunorreacdes mostrou que nas células cultivadas por 48
horas, 73,5 £ 19,3 % das células foram reativas a 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 0s anticorpos primarios (anti-vimentina, anti-
CD105, e anti-citoqueratina) foram omitidos, ndo se observou qualquer reatividade
(Figura 4D-F, detalhes).
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Figura 4. Caracterizacao das células selecionadas pelo CD105 (endoteliais) isoladas de
biopsias endometriais e cultivadas por 48 h em sistema 2D. (A-B) Notar a morfologia alongada
destas células. (C) Gréfico representando a curva de crescimento destas células (média £ DP
de duas contagens independentes). Observar o crescimento continuo das células. (D-F) Parte
significativa destas células foi reativa a vimentina (VM, D) e ao CD105 (F). Poucas células
foram reativas a citoqueratina (CK, E). Os destaques em cada figura mostram os controles
negativos das imunorreagdes (anticorpo primério omitido). Todas as imagens foram obtidas
no microscopio de fluorescéncia Axioskop2. (G) O grafico evidencia os resultados (média +
DP, n=3) obtidos para cada biomarcador nas células cultivadas, expressando a natureza das
células cultivadas em porcentagem + desvio padréo.



62

As células denominadas estromais (selecdo negativa ao CD105), apresentaram-
se fusiformes, com curtos prolongamentos e em geral eram mononucleadas (Figuras
5 A-B). Estas células apresentaram crescimento continuo por 72 horas nas condi¢cfes
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 % a
citoqueratina (Figura 5F). Estes resultados estao plotados no grafico como média e

desvio padréo de 3 experimentos realizados independentemente (Figura 5G).
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Figura 5. Caracterizacao das células estromais isoladas de bidpsias endometriais e obtidas
por selecdo negativa com os beads associados a CD105. (A-B) Notar a forma fusiforme destas
células. (C) Grafico representando a curva de crescimento com crescimento continuo das
células (média + DP de trés 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 grafico
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
primario omitido).

5.2. Células estromais imersas em matriz 3D

Ao longo de 24 h de cultivo, as células estromais embebidas na matriz de
colageno apresentavam formas alongadas com prolongamentos (Figuras 6A-D),

densamente organizadas.

Figura 6: Morfologia das células estromais cultivadas em matriz 3D; observadas em
microscopio invertido (A-B) e cortes histologicos 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 populacao apresentou reatividade ao VEGFR2 (Figura 7D) e 12,3+ 7,5
% a citoqueratina (Figura 7C), mostrando um carater misto da cultura obtida que além
das células estromais/deciduais deve conter também elementos epiteliais e
endoteliais. Estes resultados estdo plotados no grafico como média e desvio padrao
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de 3 experimentos realizados independentemente (Figura 71).
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Figura 7. Caracterizagdo das células gstromais cultivadas em matriz 3D. Parte dessas
células foram reativas a vimentina (VIM, A) e a proteina de ligacdo ao fator de crescimento
semelhante a 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 primario omitido). O grafico () evidencia esses resultados (média + desvio padréo,
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 preparacdes histologicas, a matriz utilizada se mostrou homogénea e
interposta por células estromais. No entanto, imediatamente ao redor destas células
a matriz mostrou uma condensacéao de coloracédo diferente do restante (Figura 6D),
sugerindo a deposicdo de novos componentes, o que pode indicar a funcionalidade

destas células no sistema utilizado.

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

Quando cultivamos 1x10° de células endoteliais sobre matrigel diluido em meio
na concentracado 1:2 v/v, notamos que células organizadas em redes interligadas
(Figura 8A-B) predominavam ao contrario do observado quando a densidade de
células cultivadas era maior (2x10°) e a concentragdo de matrigel menor (1:4 v/v).
Nesse caso, grande parte da area 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
predominio de células de natureza endotelial. Além disso, apenas 15,67 + 2,8 % dessa
populacao apresentou a citoqueratina (Figura 9C) e 5,3 + 2,6 % a proteina de ligacao
ao fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGFBP1) (Figura 9D), mostrando um
carater misto da cultura obtida que além das células endoteliais deve conter também
elementos epiteliais e outros tipos de células mesenquimais. Estes resultados estédo
plotados no grafico como média e desvio padrdo de 3 experimentos realizados

independentemente (Figura 9l).
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Figura 8: Morfologia das células endoteliais cultivadas em diferentes densidades sobre
matrigel em diferentes concentragdes. A-B: 1x10° de células sobre matrigel diluido em meio
na concentracdo 1:2 v/v. C-D: 2x10° sobre matrigel diluido em meio na concentragéo 1:4 v/v.
Notar que baixa concentracdo de matrigel e alta densidade de células tendem a favorecer a
formacdo de areas preenchidas por monocamadas (C-D) enquanto alta concentracdo de
matrigel e baixa densidade de células tendem a favorecer a formacado de redes celulares
intercomunicantes (A-B). A: x40, B: x200, C: x100; D: x200.
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Figura 9: Caracterizacdo 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 proteina de ligacdo ao fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGFBP1 D). E-H mostram os controles negativos
(anticorpo primario omitido). O grafico () evidencia esses resultados (média + desvio padrao,

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

Quando as células endoteliais e estromais foram cocultivadas (sistema 3D) e
processadas para obtencao de cortes histologicos corados pela HE (Figura 10 A-C)
foi possivel observar a organizacgéao e estratificacdo das células no sistema. As células
endoteliais se organizaram como uma camada aparentemente continua sobre o
matrigel. A semelhanca das membranas basais, em nossos ensaios, o0 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 reacdes de
imunohistoquimica no sistema 3D de cocultivo, mostraram células VIM+ VEGFR2-
(Figura 10D-E), confirmando sua natureza mesenquimal, enquanto apenas as células
presentes na superficie do modelo foram reativas ao VEGFR2, confirmando sua
natureza endotelial (FiguralOE).

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 as células endometriais. Os
demais possivelmente por ndo terem aderido ao sistema foram lavados e perdidos
nos procedimentos para fixacao e inclusdo em parafina. No curto intervalo em que

estas coculturas foram mantidas, observamos adeséo 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) Reacdes de imunohistoquimica
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 primario
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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B MEC

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
colageno Ill (MEC) sem células estromais. Na figura B, observar a presenca de células do
trofectoderma (Tf) sobre estas células. Entre as duas populac6es celulares ha um deposito
de material amorfo semelhante a uma membrana basal (*), possivelmente a membrana sobre
a qual repousa o trofectoderma no blastocisto. Notar também que apés 24 h de cocultivo, o

trofectoderma néao invadiu as células epiteliais. Hematoxilina, A, 200X, B, 400X.
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6. DISCUSSAO
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Os resultados obtidos neste estudo mostraram a possibilidade de manutencao
de células obtidas de bidpsias uterinas e sua utilizagdo para a montagem de sistemas
de cocultivos endometriais em 3D.

Esse estudo mostrou a possibilidade de expansdo das células isoladas da
bidpsia por até 3 passagens, com a manutencao de suas caracteristicas basicas, o
que permite, apesar de se tratar de uma cultura primaria e ndo imortalizada, que
multiplos estudos possam utilizar o mesmo repertorio 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 intencdes terapéuticas.

Este estudo também mostrou a possibilidade de constru¢do de um sistema 3D
para o andlises interativas entre células endometriais estromais e principalmente entre
estas células e células endoteliais. Essas interfaces sdo de extrema importancia na
fisiologia uterina e constituem um ponto estratégico para o estudo da implantacao

embrionaria.

6.1. Sobre a caracterizacdo das células endometriais

As células epiteliais isoladas a partir de fragmentos de glandulas endometriais
apresentaram filamentos intermediarios de citoqueratina em seu citoplasma
identificando sua origem epitelial. Neste contexto, contamos com um modelo de facil
preparo em que a grande maioria das células era de origem epitelial e glandular, e
que pode ser expandida e sem alteracdes destas caracteristicas.

A manutencdo destas células foi realizada na presenca de meio contendo
estradiol e progesterona. A acao indutora do estradiol na manutencdo da capacidade
proliferativa destas células in vivo € amplamente descrita na literatura (PAVLIK;
KATZENELLENBOGEN, 1978; SOPHONSRITSUK, et al., 2021) e, embora nao
tenhamos testado especificamente sua acéo, acreditamos ter sido de fundamental
importancia também em nossos estudos in vitro.

Para a obtencéo de células endoteliais utilizamos a estratégia de sele¢éo positiva
em coluna imunomagnética, utilizando beads conjugados ao biomarcador endotelial
CD105 (endoglina). Anélises imunohistoquimicas destas células confirmaram que
cerca de 65% continuaram apresentando-se CD105+ durante a apds sua expansao.

Estas células mostraram crescimento continuo (nas 72h de estudo) e caracteristicas
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fenotipicas compativeis as 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 selecdo 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 manutencao 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 concentracdo de matrigel. Esse achado corrobora
estudos anteriores que mostraram que células endoteliais tendem a desenvolver
morfologia variada dependendo dascondicBes e estimulos ambientais, tais como
presenca de matrigel, fatores de crescimento, densidade das células plaqueadas, tipo
de estimulo angiogénico ou mesmo pelas tensdes de oxigénio mantidas no sistema in
vitro (LAWLEY; KUBOTA, 1989; HUTCHINGS; ORTEGA; PLOUET, 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 glicoproteinas da matriz extracelular (laminina, colageno 1V,
entactina e perlecan) que atuam na manutencdo, funcdo 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 caracteristica de células endoteliais semelhante a
paralelepipedos, o que foi modificado na presenca de matrigel, para estruturas
semelhantes a tubos (BAATOUT, CHETA, 1996). A concentracdo de matrigel parece
ser um fator de relevancia neste fendtipo. Baixas concentracdes de matrigel como
substrato para o crescimento de células endoteliais tendem a favorecer a formacao
de monocamada, enquanto concentracdes maiores induzem a formacao de tubos
(ARNAOUTOVA et al., 2009). Alem desse fator, Decicco-Skinner e colaboradores
(2014) também associaram a formacgao de tubos, a densidade de células cultivadas
sobre o matrigel. Segundo esses autores, baixas densidades de células sobre o
matrigel favorecem a formacdo das estruturas semelhantes a tubos, o que néao é
observado quando maior densidade de células é utilizada no sistema (monocamada).
No presente estudo, obtivemos resultados semelhantes; notamos que baixa
concentracao de matrigel e alta densidade de células pareceram favorecer a formacao

de areas preenchidas por monocamadas, enquanto alta concentracdo de matrigel e
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baixa densidade de células pareceram favorecer a formacdo de redes celulares
intercomunicantes.

Outro tipo celular isolado a partir de bidpsias uterinas neste estudo foram as
células denominadas de estromais. Estas células provenientes da selecdo 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
avaliacdo destas células ndo levou em conta a determinagdo de células néo
decidualizadas, os fibroblastos. Estas séo células dificeis de caracterizacdo
morfologica devido a sua heterogeneidade e necessitam da identificacdo de outros
marcadores celulares como o PDGFRalfa além da vimentina (BEI et al., 2015), o que
nao 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 0 processo de
decidualizacao (GIUDICE; MARK; IRWIN, 1992). Nesse contexto, nossas culturas de
células estromais mostraram um predominio de células em franco processo de
decidualizacdo. Este achado é esperado, desde que as bidpsias sdo coletadas no
inicio da fase secretora e as células obtidas tratadas com estradiol e principalmente
progesterona o que é conhecido como um horménio indutor de decidualizacao.

Ainda sobre a presenca de células vimentina positivas, que foram aqui
denominadas de estromais é possivel que contenham outros tipos celulares, uma vez
gue 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 predominio de células estromais. Cabe lembrar
gue células musculares lisas sdo encontradas no miométrio e no endométrio
profundo (na parede das arteriolas espiraladas) e as bidpsias 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 préximas, mas nao
em monocamadas continuas. A possibilidade de expansao destas células em cultura
por até 3 passagens sugere que o0s procedimentos de obtencéo 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 relagdo a outros tecidos em condigbes
fisiologicas, responsaveis pela sua remodelacédo ao longo do ciclo menstrual, o que

tem sido atribuido a populacfes de células-tronco em seu intersticio tecidual
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(SCHWAB et al., 2008).

Em suma, a caracterizagdo fenotipica das células isoladas mostrou que embora
houvesse predominio das populagcbes celulares especificas nas culturas realizadas,
estas eram culturas mistas. Vantagens e desvantagens podem ser levantadas em
funcdo deste perfil de modelo. No entanto, no que se refere a populagédo de células
estromais, a presenca de outros tipos celulares inerentes ao proprio tecido pode
caracterizar um meio mais proximo ao encontrado in vivo, ndo caracterizando
necessariamente uma desvantagem neste estudo. Por outro lado, seria interessante
que o revestimento endotelial mimetizasse da melhor forma possivel capilares

endometriais sem a interferéncia de outros tipos interpostos.

6.2. Estratificacdo 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 colageno foram
descritas em estudos anteriores (GRINNELL, 2000; SHAKIBA et al., 2020). E possivel
gue as semelhancas se devam principalmente a constituicdo das matrizes, uma vez
que o colageno também foi o principal componente presente na nossa matriz
extracelular.

Além do colageno | e lll, outros componentes presentes na matriz extracelular
endometrial foram utilizados, como o acido hialurénico, um glicosaminoglicano
constituido de unidades alternadas de &cido D-glucurénico e N-acetilglucosamina. A
presenca de acido hialurénico tem sido considerada um fator facilitador para a
migracao e infiltracdo dos fibroblastos, deixando a matriz menos rigida e oferecendo
suporte para formacgéo in situ de “scaffolds” (KIM et al., 2019; YANG et al., 2021).
Mclaughlin e colaboradores (2020) mostraram sua importancia, na medida em que um
inibidor de hialuronano (4-metilumbeliferona) diminuiu a adesividade, motilidade e
invasdo 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 tracdo e motilidade celular (DAVIDSON;
KELLER; DESIMONE, 2004). Na medida em que utilizamos estes componentes-
chave para a sobrevida das células estromais, € possivel que tenhamos contribuido
para a manutencao e sobrevida destas células. Nas analises histologicas de nossas
culturas, a matriz utilizada se mostrou homogénea e interposta por células estromais

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

A fisiologia do tecido endometrial € regida por inUmeras interagdes moleculares
entre seus componentes vasculares, glandulares e estromais. Segundo Beloglazova
e colaboradores (2022), a auséncia de células estromais sob o endotélio, previne a
producdo de membrana basal, levando a desestabilizagdo do crescimento e
manutencao das células endoteliais ao longo do tempo. Nas nossas preparacdes do
modelo 3D, 24 horas apos a insercao das células endoteliais, o sistema ja apresentava
0 assentamento quase completamente continuo destas células sobre a matriz celularizada.
Interessantemente, as células se espraiaram sobre a matriz com o matrigel e formaram um
epitélio simples e continuo. Embora a caracterizacdo da populacéo endotelial mostrou que
se tratava de uma populacéo mista de células (com algumas células CK e IGFBP1 positivas)
ndo observamos na analise das células por imunofluorescéncia a presenca de tipos
celulares que ndo fossem exclusivamente vimentina e CD105 positivas. Este resultado
sugere que a organizacao da estratificacao foi seletiva, envolvendo a reepitelizacéo
apenas com as células endoteliais. Neste contexto, o modelo mostrou-se eficiente
para mimetizar superficies vasculares sobre tecido suporte, abrindo muitas
oportunidades de estudos sobre as relagdes contetido vascular e suas ac¢des 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 presenca de outras células,
além do predominio de células exclusivamente reativas apenas a vimentina. Poucas
células CK+ e CD105+ foram observadas em nossas analises imunohistoquimicas. A
presenca destas células ndo é uma caracteristica distoante no estroma endometrial,
que é rico em vasos e glandulas.

De modo geral, o sistema de cocultivo mostrou células de caracteristicas
morfolégicas saudaveis revestindo células estromais organizadas em um arranjo
tridimensional quando embebidas em uma matriz extracelular e, que guarda

semelhancas com a organizacgéao tecidual encontrada in vivo.

6.3. Possibilidade de cocultivo de células trofectodérmicas e endometriais

humanas para estudo da implantacdo embrionaria

Como uma forma de testar o potencial do modelo caracterizado, realizamos um
ensaio inserindo o trofectoderma de trés blastocistos aneuploides sobre o modelo 3D.

No curto periodo em que esteve no sistema de cocultivo, o trofectoderma aderiu as
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células endometriais, mas ndo observamos qualquer invasdo. A possibilidade de
manutencdo das células trofectodérmicas saudaveis e aderidas ao sistema por si sO
foi um aspecto de sucesso do modelo. Obviamente, o tempo de cocultivo pode ter sido
um fator limitante para que houvesse o reequilibrio destas células apds congelamento
e descongelamento e sua ativagdo completa incluindo capacidade invasiva. De
qualquer forma, o modelo se mostrou promissor na adesao do trofectoderma e podera

ampliar conhecimentos da fase de implantacdo embrionéria.

Um aspecto importante nessa ativacdo do trofectoderma a ser considerado séo
0S niveis hormonais. In vivo 0 meio tubario e mesmo o uterino esta sob acédo de
esteroides, que desempenham papeis essenciais na ativacdo do blastocisto
(MATSUMOTO, 2017). Durante o processo de fertilizag&o in vitro e analise de seu
perfil génico e genético, os blastocistos obtidos na clinica de reproducao sdo mantidos
em meio que ndo contém esteroides. Em nosso modelo, é vital que mantenhamos o
meio com esses hormonios para a manutencdo das células endometriais. Neste
contexto, € possivel que a adaptacdo nos meios de coleta e manutencdo do
blastocisto e o utilizado para o sistema de cocultivo requeira um certo tempo para a
ativacdo da atividade invasiva do trofectoderma. E possivel que periodos mais longos
de cultura permitam a diferenciacdo das células trofoblasticas, o que precisara ser

estudado em experimentos futuros.

Outra possibilidade que ndo pode ser descartada é a incapacidade invasiva ser
oriunda da aneuploidia encontrada nos blastocistos. Recentemente algumas clinicas
tém utilizado embrides aneuploides para os tratamentos de reproducdo assistida e
encontrada taxas muito baixas de implantacdo destes embrides (SCHAEFFER et al.,
2020). No entanto, o fato de terem aderido ao sistema, indica que pelo menos parte
de suas propriedades esta mantida e que podem ser utilizados para o conhecimento

do processo de implantacdo embrionaria, 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 duracdo e nem sempre tdo homogéneos, devido a
heterogeneidade da procedéncia das células. No entanto, abre a possibilidade de
estudos mais abrangentes no que se refere as possiveis relacdes e interacdes
celulares nas respostas organicas a fatores ambientais. Assim, apesar dos riscos
assumidos entendemos que este estudo pode contribuir de diferentes maneiras com
conhecimentos importantes. A reconstrucdo uterina a partir de células endoteliais

sobre um ambiente contendo células estromais por si s6 pode levar a um modelo para
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multiplos propoésitos experimentais e testes terapéuticos, além de abrir novas
possibilidades de estudo para a compreensdo dos processos indutores/reguladores

da fisiologia uterina e consequentemente, da gestacao.
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7. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos mostraram a viabilidade da obtencéo de células endometriais a
partir de fragmentos de bi6psias humanas para a montagem de um sistema de
cocultivo com predominio de células endoteliais, mantidas sobre células estromais
sustentadas por uma matriz extracelular, mimetizando a organizacdo tecidual

tridimensional.
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COMELA COn

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(VIA PARTICIPANTE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa "Papel das células
trofoblasticas na inducdo de fatores angiogénicos pelo epitélio glandular uterino e de
apoptose pelo endotélio uterino. Analise em sistemas 3D de co-cultivo.", de
responsabilidade da Bidloga pesquisadora e coordenadora cientifica do Grupo
Huntington, Dra. Aline Rodrigues Lorenzon e da Profa Dra Estela Bevilacqua, Profa
Titular e chefe do Laboratério de Biologia do Trofoblasto do Departamento de Biologia
Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP).
O Grupo Huntington seréa responséavel pela disponibilizacéo dos embrides para esse
estudo.

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
qualquer duvida que vocé tiver. Os contatos estéo listados ao final deste termo.

A finalidade deste estudo € entender como as células do embrido interagem com
as células do utero no processo de implantacdo embrionaria. Para isso, nosso estudo
pretende desenvolver um método para cultivar as células do utero, mais
especificamente do endométrio (que € a camada que fica em contato com o embrido
quando ele chega no utero), juntamente com as células do embrido, mais
especificamente com as células da trofoectoderme (que sé&o as células que ficam mais
externas no embrido), em laboratério com o intuito de pesquisar uma das etapas do
processo de implantacdo embrionaria. Vamos estudar de que forma as células da
trofoectoderme estimulam a secrecdo de substéncias pelas glandulas do endométrio,
facilitando assim o processo de implantacdo do embriéo e se ha ou nédo inducéo, por
parte das células do trofoectoderme, de morte celular nas células endoteliais. Nos
acreditamos que este estudo podera contribuir para o melhor conhecimento basico de
etapas importantes da implantacdo do embrido humano, que ainda é bastante pouco
conhecido em humanos. Ao participar deste estudo, vocé contribuira para o avanco
dessa area do conhecimento.

Caso vocé aceite participar deste estudo, vocé nos autorizara que parte da
bidpsia de endométrio (um fragmento de ~ 1 cm®) a que vocé sera submetida para o
diagnostico de endometrites antes dos procedimentos de Reproducéo Assistida, seja
doada para pesquisa cientifica. O uso desse material ndo implicara em riscos adicionais
nem exigird que vocé se submeta a qualquer outro procedimento. Os riscos
relacionados a bidpsia endometrial séo considerados minimos, sendo que todo material
€ estéril e ocorre uma assepsia local completa. Durante e apés o procedimento, as
pacientes podem ter codlicas abdominais semelhantes as colicas menstruais. Neste
caso, 0s médicos envolvidos podem receitar anti-inflamatorios e analgésicos quando
julgarem necessario. A biépsia do endométrio seré realizada nas dependéncias das
clinicas do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva e o fragmento destinado a pesquisa
sera transportado para o Laboratério de Biologia do Trofoblasto, onde teré suas células
e glandulas separadas e mantidas em cultivo para que posteriormente possam ser
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da comesa Con

Todos os seus dados serdo mantidos em anonimato e armazenados em arquivos
eletrénicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A sua identidade sera
mantida em sigilo e anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgacéo dos
resultados. Apesar de todas as medidas disponiveis para a manutencéo do anonimato
de seus dados serem tomadas pela equipe da pesquisa, existe risco de quebra acidental
do anonimato dos dados.

Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo a vocé em
decorréncia da participacdo deste estudo, a equipe de pesquisa responsavel
imediatamente garantira acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou
indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo necessério. Vocé tem o direito de buscar a
indenizacdo, conforme determina a lei, em caso de danos decorrentes da sua
participacédo neste estudo.

A participacdo neste estudo ndo traz beneficios diretos para vocé neste
momento. Porém, indiretamente vocé contribuira para que novos conhecimentos sobre
o processo de implantacdo do embrido humano no utero possam ser descobertos, e
para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos tratamentos de reproducéo
humana.

O fragmento de endométrio e todos os produtos derivados dele (células)
utilizados para esse estudo serdo unicamente utilizados para fins de pesquisa e né&o
seréo utilizadas para terapia ou qualquer outro fim em seres humanos.

Vocé néo recebera recompensa financeira para participar deste estudo.

Vocé tem liberdade de desistir ou interromper a concessé&o da sua bidpsia de
endométrio para este estudo, no momento em que desejar, sem necessidade de
qualquer explicacéo.

A retirada do consentimento da sua biépsia de endométrio do estudo deveréa ser
realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo a vocé,
com validade a partir da data da comunicagéo da decis&o. A desisténcia néo vird a
interferir no atendimento ou no tratamento médico.

Os resultados obtidos durante este estudo poderdo ser publicados em revistas
cientificas, ndo havendo mencéo a seus dados pessoais. Se for de seu interesse, vocé
tera acesso as principais conclusées do estudo.

Em qualquer etapa da pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
profissionais responséaveis para esclarecimento de duvidas ou para reportar algum
problema. Se vocé tiver alguma consideragé&o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com a Comisséo de Etica em Pesquisa Seres Humanos (CEP) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), um colegiado
independente que defende os seus interesses como participante desta pesquisa, ou
com a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
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Este termo foi elaborado em duas vias que, devidamente assinadas, uma ficara
com vocé e a outra, com as pesquisadoras responsaveis. Todas as paginas serdo
rubricadas pelas pesquisadoras responsaveis ou pessoas por elas delegadas, assim
como pelos participantes da pesquisa.

Declaro que li e entendi este termo. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
e voluntariamente participarei do estudo.

Nome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Participante Assinatura do Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido desta paciente e comprometo-me a cumprir todos os termos acima
descritos.

Aline Rodrigues Lorenzon

Assinatura do Pesquisador (Grupo Huntington)

Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua

Assinatura do Pesquisador (ICB-USP)
Informacdes para contatos:

CEP-ICB-USP: Avenida Prof. Lineu Prestes, 2415, Cidade Universitaria, Butanta, Séo
Paulo, SP. CEP: 05508-000. TEL: (11) 3091-7733, das 08h as 17h - E-mail:

cep@icb.usp.br.
CONEP:

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa informando: SRTVN - Via W 5 Norte - Edificio
PO700 - Quadra 701, Lote D - 3° andar - Asa Norte, CEP 70.719-040, Brasilia (DF);
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Telefone: (61) 3315-5877. E-mail: conep@saude.gov.br. Horario de atendimento: 08h
as 18h.

Pesquisadoras Responsaveis:

Prof. Dra Estela Bevilacqua, pode ser encontrada presencialmente no Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento — ICB-USP — Av. Prof. Lineu Prestes, 1524, sala
304, Cidade Universitaria Sédo Paulo, SP com agendamento prévio pelos telefones (11)
3091-8050 ou (11) 99945-0784 ou por e-mail bevilacq@usp.br, em periodo integral.

Dra. Aline Rodrigues Lorenzon, pode ser encontrada presencialmente na unidade
Ibirapuera do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva — Av. Republica do Libano, 529,
Ibirapuera, Séo Paulo SP, com agendamento prévio pelos telefones (11) 3059-6100 ou
(11) 99969-3990 ou pelo e-mail alorenzon@huntington.com.br.em periodo integral.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(VIA DO PESQUISADOR)

Vocé estda sendo convidado(a) a participar da pesquisa "Papel das células
trofoblasticas na inducéo de fatores angiogénicos pelo epitélio glandular uterino e de
apoptose pelo endotélio uterino. Analise em sistemas 3D de co-cultivo.", de
responsabilidade da Bidloga pesquisadora e coordenadora cientifica do Grupo
Huntington, Dra. Aline Rodrigues Lorenzon e da Profa Dra Estela Bevilacqua, Profa
Titular e chefe do Laboratério de Biologia do Trofoblasto do Departamento de Biologia
Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP).
O Grupo Huntington sera responsavel pela disponibilizacdo dos embrides para esse
estudo.

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
qualquer duvida que vocé tiver. Os contatos esto listados ao final deste termo.

A finalidade deste estudo € entender como as células do embri&o interagem com
as células do utero no processo de implantacédo embrionéria. Para isso, nosso estudo
pretende desenvolver um método para -cultivar as células do utero, mais
especificamente do endométrio (que € a camada que fica em contato com o embrido
quando ele chega no utero), juntamente com as células do embrido, mais
especificamente com as células da trofoectoderme (que séo as células que ficam mais
externas no embrido), em laboratério com o intuito de pesquisar uma das etapas do
processo de implantacdo embrionaria. Vamos estudar de que forma as células da
trofoectoderme estimulam a secrecéo de substéncias pelas glandulas do endométrio,
facilitando assim o processo de implantagéo do embriéo e se ha ou ndo inducéo, por
parte das células do trofoectoderme, de morte celular nas células endoteliais. No6s
acreditamos que este estudo podera contribuir para o melhor conhecimento béasico de
etapas importantes da implantacéo do embrido humano, que ainda é bastante pouco
conhecido em humanos. Ao participar deste estudo, vocé contribuiréd para o avanco
dessa area do conhecimento.

Caso vocé aceite participar deste estudo, vocé nos autorizara que parte da
biépsia de endométrio (um fragmento de ~ 1 cm®) a que vocé sera submetida para o
diagnoéstico de endometrites antes dos procedimentos de Reprodugdo Assistida, seja
doada para pesquisa cientifica. O uso desse material ndo implicara em riscos adicionais
nem exigira que vocé se submeta a qualquer outro procedimento. Os riscos
relacionados & bidpsia endometrial séo considerados minimos, sendo que todo material
€ estéril e ocorre uma assepsia local completa. Durante e apds o procedimento, as
pacientes podem ter célicas abdominais semelhantes as célicas menstruais. Neste
caso, os médicos envolvidos podem receitar anti-inflamatérios e analgésicos quando
julgarem necessario. A bidpsia do endométrio sera realizada nas dependéncias das
clinicas do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva e o fragmento destinado a pesquisa
sera transportado para o Laboratério de Biologia do Trofoblasto, onde tera suas células
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e glandulas separadas e mantidas em cultivo para que posteriormente possam ser
utilizadas para experimentos com células de embrides.

Todos os seus dados serédo mantidos em anonimato e armazenados em arquivos
eletrénicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A sua identidade sera
mantida em sigilo e anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgacéo dos
resultados. Apesar de todas as medidas disponiveis para a manutencéo do anonimato
de seus dados serem tomadas pela equipe da pesquisa, existe risco de quebra acidental
do anonimato dos dados.

Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo a vocé em
decorréncia da participacédo deste estudo, a equipe de pesquisa responséavel
imediatamente garantira acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou
indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo necessario. Vocé tem o direito de buscar a
indenizacdo, conforme determina a lei, em caso de danos decorrentes da sua
participacéo neste estudo.

A participacdo neste estudo n&o traz beneficios diretos para vocé neste
momento. Porém, indiretamente vocé contribuira para que novos conhecimentos sobre
o processo de implantacdo do embrido humano no utero possam ser descobertos, e
para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos tratamentos de reproducéo
humana.

O fragmento de endométrio e todos os produtos derivados dele (células)
utilizados para esse estudo serdo unicamente utilizados para fins de pesquisa e nao
seréo utilizadas para terapia ou qualquer outro fim em seres humanos.

Vocé néo recebera recompensa financeira para participar deste estudo.

Vocé tem liberdade de desistir ou interromper a concesséo da sua biépsia de
endométrio para este estudo, no momento em que desejar, sem necessidade de
qualquer explicagéo.

A retirada do consentimento da sua bidpsia de endométrio do estudo devera ser
realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem prejuizo a vocé,
com validade a partir da data da comunicacéo da decisdo. A desisténcia ndo vira a
interferir no atendimento ou no tratamento médico.

Os resultados obtidos durante este estudo poderéo ser publicados em revistas
cientificas, ndo havendo mencéo a seus dados pessoais. Se for de seu interesse, vocé
teré acesso as principais conclusées do estudo.

Em qualquer etapa da pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
profissionais responsaveis para esclarecimento de duvidas ou para reportar algum
problema. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com a Comisséo de Etica em Pesquisa Seres Humanos (CEP) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), um colegiado
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independente que defende os seus interesses como participante desta pesquisa, ou
com a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Este termo foi elaborado em duas vias que, devidamente assinadas, uma ficara
com vocé e a outra, com as pesquisadoras responsaveis. Todas as paginas seréo
rubricadas pelas pesquisadoras responsaveis ou pessoas por elas delegadas, assim
como pelos participantes da pesquisa.

Declaro que li e entendi este termo. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
e voluntariamente participarei do estudo.

Nome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Participante Assinatura do Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e
Esclarecido desta paciente e comprometo-me a cumprir todos os termos acima
descritos.

Aline Rodrigues Lorenzon

Assinatura do Pesquisador (Grupo Huntington)

Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua

Assinatura do Pesquisador (ICB-USP)
Informacdes para contatos:

CEP-ICB-USP: Avenida Prof. Lineu Prestes, 2415, Cidade Universitaria, Butanta, Séo
Paulo, SP. CEP: 05508-000. TEL: (11) 3091-7733, das 08h &as 17h - E-mail:

cep@icb.usp.br.

CONEP:
Pag.3/4
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Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa informando: SRTVN - Via W 5 Norte - Edificio
PO700 - Quadra 701, Lote D - 3° andar - Asa Norte, CEP 70.719-040, Brasilia (DF);
Telefone: (61) 3315-5877. E-mail: conep@saude.gov.br. Horario de atendimento: 08h
as 18h.

Pesquisadoras Responsaveis:

Prof. Dra Estela Bevilacqua, pode ser encontrada presenciaimente no Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento — ICB-USP — Av. Prof. Lineu Prestes, 1524, sala
304, Cidade Universitaria S&o Paulo, SP com agendamento prévio pelos telefones (11)
3091-8050 ou (11) 99945-0784 ou por e-mail bevilacq@usp.br, em periodo integral.

Dra. Aline Rodrigues Lorenzon, pode ser encontrada presencialmente na unidade
Ibirapuera do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva — Av. Republica do Libano, 529,
Ibirapuera, S&o Paulo SP, com agendamento prévio pelos telefones (11) 3059-6100 ou
(11) 99969-3990 ou pelo e-mail alorenzon@huntington.com.br,em periodo integral.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta de
embrides aneupldéides.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(VIA PARTICIPANTE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa "Papel das células
trofoblasticas na indugéo de fatores angiogénicos pelo epitélio das glandulas uterinas
humanas. Anadlise em sistemas 3D de co-cultivo.", de responsabilidade da Bidloga
pesquisadora e coordenadora cientifica do Grupo Huntington, Dra. Aline Rodrigues
Lorenzon e da Profa Dra Estela Bevilacqua, Profa Titular e chefe do Laboratdrio de
Biologia do Trofoblasto do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP). O Grupo Huntington sera
responsavel pela disponibilizacéo dos embrides para esse estudo.

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
qualquer duvida que vocé tiver. Os contatos estéo listados ao final deste termo.

A finalidade deste estudo é entender como as células do embri&o interagem com
as células do utero no processo de implantagdo embrionaria. Para isso, nosso estudo
pretende desenvolver um método para cultivar as células do utero, mais
especificamente do endométrio (que é a camada que fica em contato com o embriéo
quando ele chega no utero), juntamente com as células do embrido, mais
especificamente com as células da trofoectoderme (que séo as células que ficam mais
externas no embrido), em laboratério com o intuito de pesquisar uma das etapas do
processo de implantacédo embrionaria. Vamos estudar de que forma as células da
trofoectoderme estimulam a secrecéo de substéncias pelas glandulas do endométrio,
facilitando assim o processo de implantacédo do embriéo. Nos acreditamos que este
estudo podera contribuir para o melhor conhecimento béasico de etapas importantes da
implantac&o do embri&do humano, que ainda é bastante pouco conhecido em humanos.
Ao participar deste estudo, vocé contribuira para o avanco dessa area do conhecimento.

Caso vocé aceite participar deste estudo, vocé nos autorizara a utilizar os seus
embrides criopreservados nas clinicas do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva e que
foram diagnosticados como aneupléides apos realizagdo do exame genético pré-
implantacional (PGT-A) de seu(s) ciclo(s) de fertilizac&o in vitro. A realizacdo do exame
genético pré-implantacional sera realizado no seu tratamento por uma indicagéo médica
e apenas pacientes que irdo realizar este teste genético poderédo ser abordados para
este estudo. Os embrides aneupldides serdo entdo descongelados terdo suas células
separadas e colocadas em tubos plésticos para que possam ser transportados e
colocados juntamente com as células de endométrio no Laboratério de Biologia do
Trofoblasto.

Todos os seus dados serdo mantidos em anonimato e armazenados em arquivos
eletronicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A sua identidade sera
mantida em sigilo e anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgacéo dos
resultados. Apesar de todas as medidas disponiveis para a manutencéo do anonimato Pag. 1/4
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de seus dados serem tomadas pela equipe da pesquisa, existe risco de quebra acidental
do anonimato dos dados.

Os embrides que ser&o utilizados nessa na pesquisa serdo destruidos e néo
poderdo mais ser utilizados para fins reprodutivos, contudo, por serem diagnosticados
como aneupléides, esses embrides sé&o considerados inviaveis para a transferéncia
uterina. Por envolver a destruicdo de seus embrides concedidos para a pesquisa, a
participacéo neste estudo envolve risco de arrependimento que pode acarretar em
desconforto psicoldgico.

Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo a vocé em
decorréncia da participacdo deste estudo, a equipe de pesquisa responsavel
imediatamente garantira acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou
indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo necessario. Vocé tem o direito de buscar a
indenizacdo, conforme determina a lei, em caso de danos decorrentes da sua
participacé&o neste estudo.

A participacdo neste estudo n&o traz beneficios diretos para vocé neste
momento. Porém, indiretamente vocé contribuiré para que novos conhecimentos sobre
o processo de implantacéo do embrido humano no Utero possam ser descobertos, e
para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos tratamentos de reproducéo
humana.

Os embrides e todos os produtos derivados dele (células) utilizados para esse
estudo serdo unicamente utilizados para fins de pesquisa e n&o seréo utilizadas para
terapia ou qualquer outro fim em seres humanos.

Vocé néo recebera recompensa financeira para participar deste estudo e nem
terd qualquer despesa decorrente do mesmo. Todas as despesas para o
desenvolvimento desse estudo serdo de total responsabilidade dos pesquisadores
envolvidos.

Vocé tem liberdade de desistir ou interromper a concesséo de embrides para
este estudo, no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo.
Entretanto, uma vez tendo concedido os embrides para esta pesquisa, caso decida néo
mais participar do estudo, ndo podemos garantir que os embribes ainda estardo
criopreservados.

A retirada do consentimento de guarda dos embrides armazenados no estudo
devera ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem
prejuizo a vocé, com validade a partir da data da comunicacdo da decisdo. A desisténcia
néo vira a interferir no atendimento ou no tratamento médico.

Os resultados obtidos durante este estudo poder&o ser publicados em revistas
cientificas, ndo havendo mencéo a seus dados pessoais. Se for de seu interesse, vocé
teré acesso as principais conclusdes do estudo.
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Em qualquer etapa da pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
profissionais responsaveis para esclarecimento de duvidas ou para reportar algum
problema. Se vocé tiver alguma consideragé&o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com a Comissé&o de Etica em Pesquisa Seres Humanos (CEP) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), um colegiado
independente que defende os seus interesses como participante desta pesquisa, ou
com a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Este termo foi elaborado em duas vias que, devidamente assinadas, uma ficara
com vocé e a outra, com as pesquisadoras responsaveis. Todas as paginas seréo
rubricadas pelas pesquisadoras responsaveis ou pessoas por elas delegadas, assim
como pelos participantes da pesquisa.

Declaro que li e entendi este termo. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
e voluntariamente participarei do estudo.

Nome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Participante Assinatura do Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido desta paciente e comprometo-me a cumprir todos os termos acima
descritos.

Aline Rodrigues Lorenzon

Assinatura do Pesquisador (Grupo Huntington)

Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua

Assinatura do Pesquisador (ICB-USP)

Informacdes para contatos:
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CEP-ICB-USP: Avenida Prof. Lineu Prestes, 2415, Cidade Universitéria, Butanta, Séo
Paulo, SP. CEP: 05508-000. TEL: (11) 3091-7733, das 08h as 17h - E-mail:

cep@icb.usp.br.
CONEP:

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa informando: SRTVN - Via W 5 Norte - Edificio
PO700 - Quadra 701, Lote D - 3° andar - Asa Norte, CEP 70.719-040, Brasilia (DF);
Telefone: (61) 3315-5877. E-mail: conep@saude.gov.br. Horéario de atendimento: 08h
as 18h.

Pesquisadoras Responsaveis:

Prof. Dra Estela Bevilacqua, pode ser encontrada presencialmente no Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento — ICB-USP — Av. Prof. Lineu Prestes, 1524, sala
304, Cidade Universitaria S&o Paulo, SP com agendamento prévio pelos telefones (11)
3091-8050 ou (11) 99945-0784 ou por e-mail bevilacg@usp.br, em periodo integral.

Dra. Aline Rodrigues Lorenzon, pode ser encontrada presencialmente na unidade
Ibirapuera do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva — Av. Republica do Libano, 529,
Ibirapuera, S&o Paulo SP, com agendamento prévio pelos telefones (11) 3059-6100 ou
(11) 99969-3990 ou pelo e-mail alorenzon@huntington.com.br,em periodo integral.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(VIA DO PESQUISADOR)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa "Papel das células
trofoblasticas na indugé&o de fatores angiogénicos pelo epitélio das glandulas uterinas
humanas. Andlise em sistemas 3D de co-cultivo.”, de responsabilidade da Bidloga
pesquisadora e coordenadora cientifica do Grupo Huntington, Dra. Aline Rodrigues
Lorenzon e da Profa Dra Estela Bevilacqua, Profa Titular e chefe do Laboratdrio de
Biologia do Trofoblasto do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (ICB-USP). O Grupo Huntington sera
responsavel pela disponibilizacéo dos embrides para esse estudo.

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
qualquer duvida que vocé tiver. Os contatos estéo listados ao final deste termo.

A finalidade deste estudo é entender como as células do embri&o interagem com
as células do utero no processo de implantacédo embrionaria. Para isso, nosso estudo
pretende desenvolver um método para cultivar as células do utero, mais
especificamente do endométrio (que é a camada que fica em contato com o embriéo
quando ele chega no utero), juntamente com as células do embrido, mais
especificamente com as células da trofoectoderme (que séo as células que ficam mais
externas no embrido), em laboratério com o intuito de pesquisar uma das etapas do
processo de implantacdo embrionaria. Vamos estudar de que forma as células da
trofoectoderme estimulam a secrecéo de substéncias pelas glandulas do endométrio,
facilitando assim o processo de implantacédo do embri&o. Nos acreditamos que este
estudo podera contribuir para o melhor conhecimento basico de etapas importantes da
implantac&o do embri&o humano, que ainda € bastante pouco conhecido em humanos.
Ao participar deste estudo, vocé contribuira para o avanco dessa area do conhecimento.

Caso vocé aceite participar deste estudo, vocé nos autorizara a utilizar os seus
embrides criopreservados nas clinicas do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva e que
foram diagnosticados como aneupléides apds realizacdo do exame genético pré-
implantacional (PGT-A) de seu(s) ciclo(s) de fertilizac&o in vitro. A realizacdo do exame
genético pré-implantacional sera realizado no seu tratamento por uma indicagéo médica
e apenas pacientes que irdo realizar este teste genético poderédo ser abordados para
este estudo. Os embrides aneupldides serdo entédo descongelados terdo suas células
separadas e colocadas em tubos plésticos para que possam ser transportados e
colocados juntamente com as células de endométrio no Laboratério de Biologia do
Trofoblasto.

Av. Republica do Libano, 529 - Ibirapuera - SGo Paulo, SP 04501-000 - (11) 30596100

104



@ HUNTINGTON

A COMELA COm

Todos os seus dados serdo mantidos em anonimato e armazenados em arquivos
eletronicos, sob a responsabilidade da Clinica Huntington. A sua identidade sera
mantida em sigilo e anonimato, em todos os momentos do estudo e na divulgacdo dos
resultados. Apesar de todas as medidas disponiveis para a manutencéo do anonimato
de seus dados serem tomadas pela equipe da pesquisa, existe risco de quebra acidental
do anonimato dos dados.

Os embrides que seréo utilizados nessa na pesquisa serdo destruidos e néo
poderdo mais ser utilizados para fins reprodutivos, contudo, por serem diagnosticados
como aneupldides, esses embrides s&o considerados inviaveis para a transferéncia
uterina. Por envolver a destruicdo de seus embrides concedidos para a pesquisa, a
participacéo neste estudo envolve risco de arrependimento que pode acarretar em
desconforto psicoldgico.

Na eventualidade de ocorréncia de qualquer dano ou prejuizo a vocé em
decorréncia da participacdo deste estudo, a equipe de pesquisa responsavel
imediatamente garantira acompanhamento e suporte gratuito, sejam eles diretos ou
indiretos e imediatos ou tardios, pelo tempo necessario. Vocé tem o direito de buscar a
indenizacdo, conforme determina a lei, em caso de danos decorrentes da sua
participac&o neste estudo.

A participacéo neste estudo nédo traz beneficios diretos para vocé neste
momento. Porém, indiretamente vocé contribuiré para que novos conhecimentos sobre
o processo de implantacédo do embrido humano no Utero possam ser descobertos, e
para que, no futuro, esse conhecimento possa auxiliar nos tratamentos de reproducéo
humana.

Os embrides e todos os produtos derivados dele (células) utilizados para esse
estudo serédo unicamente utilizados para fins de pesquisa e ndo seréo utilizadas para
terapia ou qualquer outro fim em seres humanos.

Vocé néo recebera recompensa financeira para participar deste estudo e nem
terd qualquer despesa decorrente do mesmo. Todas as despesas para o
desenvolvimento desse estudo serdo de total responsabilidade dos pesquisadores
envolvidos.

Vocé tem liberdade de desistir ou interromper a concesséo de embrides para
este estudo, no momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo.
Entretanto, uma vez tendo concedido os embrides para esta pesquisa, caso decida néo
mais participar do estudo, ndo podemos garantir que os embrides ainda estaréo
criopreservados.

A retirada do consentimento de guarda dos embrides armazenados no estudo
devera ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a qualquer tempo, sem
prejuizo a vocé, com validade a partir da data da comunicacdo da decisdo. A desisténcia
né&o vira a interferir no atendimento ou no tratamento médico.
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Os resultados obtidos durante este estudo poderéo ser publicados em revistas
cientificas, ndo havendo mencéo a seus dados pessoais. Se for de seu interesse, vocé
tera acesso as principais conclusdes do estudo.

Em qualquer etapa da pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
profissionais responsaveis para esclarecimento de duvidas ou para reportar algum
problema. Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com a Comiss&o de Etica em Pesquisa Seres Humanos (CEP) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), um colegiado
independente que defende os seus interesses como participante desta pesquisa, ou
com a Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Este termo foi elaborado em duas vias que, devidamente assinadas, uma ficara
com vocé e a outra, com as pesquisadoras responsaveis. Todas as péaginas seréo
rubricadas pelas pesquisadoras responsaveis ou pessoas por elas delegadas, assim
como pelos participantes da pesquisa.

Declaro que li e entendi este termo. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
e voluntariamente participarei do estudo.

Nome do Participante Assinatura do Participante

Nome do Participante Assinatura do Participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido desta paciente e comprometo-me a cumprir todos os termos acima
descritos.

Aline Rodrigues Lorenzon

Assinatura do Pesquisador (Grupo Huntington)

Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua

Assinatura do Pesquisador (ICB-USP)
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Informacdes para contatos:

CEP-ICB-USP: Avenida Prof. Lineu Prestes, 2415, Cidade Universitaria, Butanta, Sao
Paulo, SP. CEP: 05508-000. TEL: (11) 3091-7733, das 08h as 17h - E-mail:

cep@icb.usp.br.
CONEP:

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa informando: SRTVN - Via W 5 Norte - Edificio
PO700 - Quadra 701, Lote D - 3° andar - Asa Norte, CEP 70.719-040, Brasilia (DF);
Telefone: (61) 3315-5877. E-mail: conep@saude.gov.br. Horario de atendimento: 08h
as 18h.

Pesquisadoras Responsaveis:

Prof. Dra Estela Bevilacqua, pode ser encontrada presencialmente no Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento — ICB-USP — Av. Prof. Lineu Prestes, 1524, sala
304, Cidade Universitaria S&o Paulo, SP com agendamento prévio pelos telefones (11)
3091-8050 ou (11) 99945-0784 ou por e-mail bevilacq@usp.br, em periodo integral.

Dra. Aline Rodrigues Lorenzon, pode ser encontrada presencialmente na unidade
Ibirapuera do Grupo Huntington Medicina Reprodutiva — Av. Republica do Libano, 529,
Ibirapuera, Séo Paulo SP, com agendamento prévio pelos telefones (11) 3059-6100 ou
(11) 99969-3990 ou pelo e-mail alorenzon@huntington.com.br,em periodo integral.
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