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Resumo

A Sindrome de Asherman (SA) ¢ um conjunto de manifestacdes clinicas patologicas
como a infertilidade e as alteragdes menstruais, na presenca de sinéquias uterinas (SU).
Estas surgem apods o trauma uterino, em utero gravidico ou ndo gravidico, sendo a
curetagem uterina a sua principal causa. Ap6s o seu diagndstico histeroscopico, os
tratamentos atuais dedicam-se a tentar estabelecer a paténcia morfologica e funcional da
cavidade uterina, bem como evitar a recorréncia das SU. Em casos graves, refratarios a
esta abordagem, investigam-se atualmente terapéuticas alternativas. As células
estaminais adultas residentes no endométrio podem ser um alvo terapéutico importante,
visto que se encontram qualitativa ou quantitativamente disfuncionais na SA. A terapia
celular com células estaminais derivadas da medula 6ssea (CEDMO) ¢ ja uma linha
terapéutica bem-sucedida para varias patologias ndo relacionadas com tecidos
hematopoiéticos. As linhas de investigagcdo tentam hoje perceber se € possivel aplicar o

mesmo racional no endométrio.

Esta revisdo seletiva dos trabalhos realizados acerca deste topico mostra que estudos em
modelos animais e em humanos demonstram enxerto das células estaminais circulantes
a nivel uterino e proliferacdo de células estaminais no tecido, com uma normalizagdo
menstrual e a recuperagdo da fertilidade, podendo significar uma cura para doentes com
SA refrataria aos métodos convencionais. No entanto, ainda ndo sdo completamente
compreendidos quais os tipos de células envolvidos na regeneragdo do endométrio apds

o transplante, nem quais os mecanismos subjacentes.

Palavras-chave: Sindrome de Asherman, células estaminais, endométrio, terapia

celular, medula dssea

Abstract

Asherman's syndrome is a set of pathological clinical manifestations such as infertility
and menstrual abnormalities in the presence of uterine synechiae. These arise after the
uterine trauma in the gravid or nongravid uterus and uterine curettage is its main cause.

After its hysteroscopic diagnosis, the current treatments try to establish the



morphological and functional patency of the uterine cavity as well as to avoid the
recurrence of the uterine synechiae. In severe cases, refractory to this approach,
alternative therapies are currently being investigated. Adult stem cells resident in the
endometrium may be an important therapeutic target since they are qualitatively or
quantitatively dysfunctional in Asherman's syndrome. Cell therapy with stem cells
derived from bone marrow is already a successful therapeutic line for several
pathologies unrelated to hematopoietic tissues. Nowadays, new investigation
approaches try to understand if it is possible to apply the same rational in the

endometrium.

This selective review of studies carried out on this topic shows that studies in animal
models and in humans demonstrate grafting of circulating stem cells in the uterine
endometrium and proliferation of stem cells in the tissue with a menstrual normalization
and recovery of fertility which could mean a cure for patients with severe Asherman's
syndrome refractory to conventional methods. However, the cell types involved in
endometrial regeneration after transplantation and the underlying mechanisms are not

fully understood.

Keywords: Asherman's syndrome, stem cells, endometrium, cell therapy, bone marrow
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1. Introducao

O endométrio humano ¢ um tecido altamente regenerativo, realizando mais de 400
ciclos de regeneragdo, diferenciacdo e descamacdo durante os anos de vida reprodutiva
de uma mulher. A cada més, sob influéncia de niveis crescentes de estrogénio
circulante, 4 a 10 mm de tecido endometrial regeneram durante a fase proliferativa do
ciclo menstrual.l'> 21 A mucosa endometrial humana ¢é estrutural ¢ funcionalmente
dividida em duas zonas principais. Os dois ter¢os superiores correspondem a camada
funcional. Esta ¢ a camada que descama durante a menstruagdo e se regenera no ciclo
subsequente. A camada mais profunda, a camada basal, ¢ permanente e providencia as
células para a geragdo de uma nova camada funcional a cada més.[') Durante o ciclo
menstrual, o endométrio humano sofre alteragdes marcadas a nivel morfologico e
funcional, necessitando de uma capacidade extraordindria de regeneragdo e
remodelagdo. Assim, a nivel endometrial, o processo regenerativo parece dever-se a
presenca de células endometriais somaticas com atividade estaminal, que podem residir
tanto na camada funcional como na camada basal.l'>3] Como tal, se as células estaminais
endometriais sdo responsaveis pela regeneragdo do endométrio a cada ciclo menstrual,
entdo o seu nimero ou fun¢do diminuidos, bem como a sua localiza¢do anormal, podem
resultar num endométrio cicatricial fino (<7mm) e disfuncional, incapaz de suportar a

implantagdo embrionaria.[* !

A Sindrome de Asherman (SA) ¢ uma condicdo caracterizada pela existéncia de
sinéquias uterinas (SU) ou fibrose resultantes do dano da camada basal do endométrio,
com perda do endométrio normal.*) Ocorre o desaparecimento completo da estrutura
endometrial e a alteragdo da funcionalidade deste 6rgdo.l®) O facto de que as SU podem
resultar em amenorreia secundaria esta demonstrado desde o final do século XIX,
embora s6 em 1948 ¢ que Joseph Asherman tenha descrito uma condicdo em 29

pacientes a qual deu o nome de SA."!

Com a obliteragdo completa ou parcial da cavidade uterina ou do canal cervical, surgem
as alteragdes menstruais - nomeadamente a hipomenorreia e a amenorreia - a
infertilidade, os abortos de repeticdo, a dor pélvica, a restrigdo do crescimento
intrauterino, erros de implantagdo placentar e outras complicagdes da gravidez,
consoante a gravidade da patologia.®! A prevaléncia varia consoante a populagdo

estudada e os exames diagnésticos utilizados, mas estudos indicam que a percentagem



varia entre 2% e 22% em mulheres inférteis.”: 1°

! Importa ressalvar que nem sempre a
presenca de SU esta associada aos sinais e sintomas da SA, devendo a situagdo ser
referida como sinéquias assintomaticas, sendo o seu significado clinico questionavel %
' A incidéncia da SA tem vindo a aumentar nas ultimas décadas, devido ndo s6 ao
aumento do nimero de cesarianas e de cirurgias uterinas realizadas, como também ao
maior enfoque na doenga e a melhoria das capacidades de diagnostico.['?] A sua
principal etiologia ¢ o trauma, tanto em utero gravidico — por exemplo, apds curetagem
uterina pds-parto — como em utero ndo gravidico — por exemplo, através de
procedimentos de ablacdo endometrial, cirurgias histeroscopicas de resse¢do ou
cirurgias abdominais que envolvam o utero, inser¢do de dispositivos intrauterinos
(DIU), curetagem diagndstica, abortos espontaneos, ou infe¢des, nomeadamente a
tuberculose genital. A infe¢do e a inflamacdo podem também inibir a regeneragdo do
endométrio traumatizado através do dano as células estaminais ou aos seus nichos, pela

libertagdo de mediadores inflamatérios e por induzirem a deposicdo de tecido

fibrotico.!

Em termos diagnosticos, o exame fisico normalmente ndo revela qualquer alteragdo,
pelo que é necesséria a realizagdo de exames complementares.®! A histeroscopia esta
hoje estabelecida como exame-padrdo para o diagndstico de SU e permite confirmar
com exatiddo a presenca, a extensdo e as caracteristicas morfologicas das sinéquias,
bem como a qualidade do endométrio.l!''! Uma vez que este método possibilita uma
visualizagdo direta da cavidade, permite delinear uma abordagem terapéutica e
classificar a doenca segundo as caracteristicas histeroscopicas.’! A classificagdo das
sinéquias ¢ util, j4 que o progndstico da doenca se relaciona com a gravidade da
mesma.l'*) Foram propostos, até hoje, sete sistemas de classificagdo, ndo havendo
estudos que relacionem os varios sistemas, tornando a sua comparacdo e interpretagdo
dificil.'¥ Nenhum dos sistemas foi validado ou reconhecido de modo consensual.!'!]
Outras alternativas diagndsticas sdo a histerossalpingografia, a histerossonografia e a

ecografia transvaginal.[!!]

O tratamento de escolha da SA ¢ cirtrgico, através da sinequiolise por histeroscopia, na
tentativa de restaurar o volume e a forma habituais da cavidade uterina e do canal
cervical e facilitar a comunicagdo entre a cavidade uterina, o canal cervical e as trompas
de Falopio e, de forma secundaria, tratar os sintomas associados e prevenir a sua

recorréncia. Apesar dos avangos nas técnicas histeroscopicas, o prognostico mantém-se



reservado nos casos graves e cerca de 50% ndo sdo passiveis de cura com as técnicas

6, 15

mencionadas.[® 1] A recorréncia é comum e pode ocorrer em 30 a 66% das mulheres

tratadas.[!!]

Assim existem varias técnicas de prevengdo de recorréncia, havendo varios métodos
preventivos disponiveis, como por exemplo a suplementacdo hormonal, a introdugdo de
métodos de barreira semissolidos (géis) ou so6lidos (DIU), ou stents. Mesmo assim, foi
identificada uma taxa de recorréncia entre 3,1% e 23,5% entre todos os casos € 20% a
62,5% em casos graves de SU.['Y1 As doentes com recorréncia das sinéquias ou aqueles
que ndo respondem as opgdes terap€uticas atualmente disponiveis estdo em
desvantagem e tém de recorrer a gravidezes de substitui¢do, em paises que o permitem,

ou a adogao.

Posto isto, surgiu um novo ramo de abordagem a SA, através da administragdo de
células estaminais humanas para a reconstru¢do do endométrio apds dano significativo e

a formagao de SU.

Este trabalho ¢ uma revisdo seletiva de artigos obtidos através da PubMed. Foram
selecionados artigos de lingua inglesa, e que abordam a forma como a investigacao atual
poderd trazer resultados positivos em termos terapéuticos para as mulheres com SA
grave, que ndo respondam aos atuais métodos terapéuticos e preventivos, conseguindo

assim ultrapassar a sua problematica de infertilidade.



2. Metodologia

Este trabalho ¢ uma revisdo seletiva de artigos de revisdo e de casos clinicos originais
obtidos através da PubMed, apds pesquisa de diferentes combinacdes das palavras-
chave Asherman Syndrome com cell therapy, management, review, endometrium, stem

cells e bone marrow, da qual resultaram 204 artigos.

Como critérios de inclusdo, foram considerados artigos escritos em lingua inglesa,
publicados a partir de 2000 em fontes de carater fidedigno, como journals, de que sao
exemplo The Journal of Minimally Invasive Gynecology, Reproductive Biology and
Endocrinology, Journal of Human Reproductive Sciences, Journal of Assisted
Reproduction and Genetics, Journal of Cellular and Molecular Medicine, Reproductive
BioMedicine Online e Human Reproduction, bem como diferentes semindrios e
manuais relacionados com as 4areas de “células estaminais e desenvolvimento” e
“Medicina Reprodutiva” e o manual da Sociedade Americana para a Medicina
Reprodutiva, o manual de Doengas Metabdlicas e Endocrinoldgicas, e o manual da

Associacdo Médica Americana.

Apoés exclusdo de artigos repetidos e leitura atenta dos resumos dos artigos mais
relevantes e pertinentes tendo em conta o objetivo do trabalho, foram inicialmente

consultados 18 artigos.

Foi ainda objeto de consulta a guideline de 2017 da Associagdo Americana de
Laparoscopistas Ginecoldgicos (American Association of Gynecologic Laparoscopists)
em colaboracdo com a Sociedade Europeia de Endoscopia Ginecoldgica (European
Society of Gynaecological Endoscopy), bem como varios artigos que constavam nas
referéncias bibliograficas dos artigos pesquisados originalmente, considerados
relevantes pelo autor desta revisdo tendo em conta (1) a melhor compreensao de estudos
que estiveram na base de algumas conclusdes; (2) informagdes adicionais; (3) a

sistematizagdo de conteudos.



3. Desenvolvimento

3.1 Defini¢do de células estaminais

A popularidade das células estaminais tem vindo a surgir na ultima década, tendo em
conta a sua capacidade de se dividir e diferenciar em tipos celulares especializados e
que se conseguem renovar a si mesmos.'2) A homeostase dos tecidos adultos é regulada
predominantemente por células estaminais, que representam uma minoria da populagdo
celular e mesmo assim tém a capacidade de renovar e regenerar o tecido. A localizagdo
destas células nos nichos de células estaminais protege as células estaminais do dano e
também permitem o recrutamento de novas células de outros tecidos, num processo
designado “homing”, que geralmente se inicia apds o dano tecidual através de sinais que

promovem a migragdo celular para repovoar os nichos danificados.!”!

A terapia celular necessita de populacdes de células estaminais, identificadas e isoladas
através de marcadores especificos, como o CD133. Este ¢ um marcador de superficie
detetado em células progenitoras endoteliais e estaminais hematopoiéticas com alta
atividade proliferativa, mas que também foi encontrado em células circulantes com
capacidade regenerativa endotelial. A eficacia de células CD133+ na promogdo da
neoangiogénese foi demonstrada ndo apenas em modelos animais, mas também em
ensaios clinicos com humanos com doengas isquémicas, com excelente perfil de
seguranga. Estudos animais demonstraram também a capacidade de enxerto de células
humanas CD133+ no endométrio de ratinhos imunocomprometidos com SA

induzido.!'?!

3.2 Geragdo de endométrio humano a partir de células estaminais embrionarias
humanas (CEEH)

Para muitos orgaos vitais, o transplante de células humanas derivadas de CEEH pode
ser uma ope¢ao para regenerar o tecido danificado. A indugdo in vitro da diferenciacdo
de CEEH, utilizando fatores de crescimento e o mesénquima uterino de ratinho,
produziu uma populacdo de precursores mullerianos homogénea que foram
xenoenxertados in vivo para continuarem a sua diferencia¢do.[!”] O estudo das células
diferenciadas mostrou células epiteliais humanas derivadas de CEEH que expressavam

marcadores mullerianos caracteristicos. Com o tempo, os derivados epiteliais
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demonstraram aspetos caracteristicos de epitélio endometrial humano maturo, cuja
proliferagdo era induzida pelo estrogénio enddgeno.l!! Estes estudos realgam a
capacidade do mesénquima endometrial de ratinho guiar a diferenciacdo das CEEH e
lancam a hipotese de induzir células pluripotentes a diferenciar-se em epitélio
endometrial humano adulto in vitro, com recurso a células do estroma do endométrio da
propria doente.l'>] Os derivados mullerianos resultantes poderiam entdo ser

transplantados para doentes com SA ou SU e regenerar o seu endométrio.[!3 18]

As células pluripotentes do individuo t€ém um potencial de utilizagcdo autdloga como
células estaminais adultas e as que s3o induzidas a partir de fibroblastos de mulheres
com SA poderiam providenciar uma alternativa para gerar células epiteliais e do
estroma endometriais e transplantd-las para a cavidade uterina para reconstrugdo do

endométrio.>- 18]

3.3 Células estaminais endometriais

Ja em 2011, o grupo de Cervell6 et al referia que a existéncia de células estaminais
somaticas no endométrio humano e de ratinho era atribuida a uma subpopulagdo
particular de origem mesenquimatosa localizada na camada basal.l'”) Em 2012, o grupo
de Garget afirmava que a primeira evidéncia de células estaminais adultas no
endométrio humano surgira de estudos de clonagem celular, que identificaram pequenas
populagdes de células com atividade de formagao de colonias, tanto epiteliais como do
estroma.[!8] Estas tinham a capacidade de se autoregenerar, facto demonstrado pela
clonagem seriada in vitro, e alto potencial proliferativo, propriedades funcionais chave

18,201 As células epiteliais diferenciaram-se em estruturas

das células estaminais adultas.!
semelhantes a glandulas, enquanto as do estroma eram multipotentes e diferenciaram-se
em células de musculo liso, adipdcitos, osteoblastos e condrocitos, tendo uma

18] Qutro dos fatores

plasticidade tipica de células estaminais mesenquimatosas.
investigados por este grupo foi a existéncia de angiogénese na reconstru¢ao do tecido
endometrial durante o ciclo menstrual ou apdés o parto, processo necessario para
suportar o tecido rapidamente crescente e que ocorre pelo alongamento vascular,
intussusce¢do e incorporagdo de células progenitoras endoteliais circulantes.?!l Estas

células tém picos nas fases proliferativa, ovulatéria e luteinica, e expressam recetores de

estrogénio. O estrogénio promove a migracao destas células no ratinho.
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A localizagdo vascular das células side population (SP) (referidas a seguir) e a
localizag@o perivascular das células estaminais mesenquimatosas sugere que o nicho de
células estaminais estd associado aos vasos sanguineos, uma conveniente porta de

entrada das células derivadas da medula 6ssea (MO).!!'8]

Relativamente as células estaminais mesenquimatosas, o grupo demonstrou a existéncia
deste tipo de células, marcadas por CD 146 e PDGF-R 3, como células multipotentes,
localizadas em regides perivasculares tanto na camada basal como na camada
funcional.[®) Para além disso, o grupo identificou um novo marcador, W5C5, que
purifica as células estaminais mesenquimatosas endometriais, células que reconstroem o
tecido do estroma humano. O endométrio humano ¢ a tinica fonte de onde essas células
podem ser isoladas com técnicas minimamente invasivas sem a necessidade de
anestesia, por biopsia endometrial. As células W5C5+ e as células SP reconstituem o
estroma endometrial in vivo, embora o segundo tipo de células produza também
endotélio e glandulas endometriais, sugerindo um maior potencial de uma tUnica
populacdo de células estaminais adultas ou que uma mistura de tipos de células

estaminais reconstruam estes componentes de tecido endometrial.!'®!

O grupo de Deane et al refor¢ou a ideia da multipotencialidade e alto potencial
proliferativo das células estaminais mesenquimatosas endometriais e afirmou a sua
utilidade clinica se usadas de forma aut6loga, evitando a rejei¢do do transplante. Estas
células apresentam um perfil de expressdo génica mais semelhante a fibroblastos que a
células endoteliais, e a sua localiza¢do, o potencial de resposta a estimulos hipdxicos,
inflamatorios e proteoliticos e a capacidade imunomoduladora, migratoria e
angiogénica, fazem acreditar que podem ter um papel na regenera¢dao endometrial. Apds
serem recolhidas, purificadas, expandidas em cultura e diferenciadas, podem ser
utilizadas em condi¢des com endométrio fino e disfuncional como a SA.PT O grupo
notou ainda que as taxas de sucesso das técnicas de fertilizagdo in vitro (FIV) aumentam
quando o endométrio sofre curetagem no ciclo anterior a transferéncia embrionaria. Isto
levanta a hipotese de que existe ativacao de células endometriais estaminais quiescentes
em resposta ao estimulo lesivo, o qual pode provocar a iniciagdo do ciclo celular destas

células. 15-22]
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Relativamente as células SP, estas tém atividade clonogénica que co-expressam
marcadores de células estaminais e sdo capazes de se diferenciar em diversas linhagens
celulares, podendo também levar a novas terapéuticas para a SA.['S1 As evidéncias
sugerem que esta subpopulacdao pode representar, pelo menos em parte, a populagdo de
células estaminais somaticas do endométrio. Os resultados do estudo do grupo de
Cervell6 em 2011, confirmam e estendem as descobertas de um estudo anterior que
sugeria que as células SP endometriais tanto do estroma como epiteliais sdo potenciais

células estaminais endometriais humanas.!?*!

Neste estudo, demonstrou-se que as
linhagens de células SP endometriais humanas sdo capazes de se diferenciar em tecido
semelhante a endométrio in vivo. Demonstrou-se também que estas células ndo
expressam recetores de estrogénio alfa e de progesterona e, como tal, ndo serdo
responsivas a estimulacdo hormonal. Relatos de outros estudos indicam que o
estrogénio regula a proliferacdo epitelial endometrial através de sinalizagdo parécrina e
células do estroma positivas para o recetor de estrogénio alfa, o que suporta a nocdo de
que o estroma desempenha um papel fundamental na reconstru¢ao endometrial normal
em resposta ao estrogénio.l'”) Quando estas células foram injetadas em ratinhos, as
células do estroma foram capazes de responder a estradiol e progesterona exogenos € a

camada celular epitelial humana formada no endométrio reconstruido expressava

recetores de progesterona.

J& os trabalhos do grupo de Gargett et al reforcam que uma forma de identificar a
atividade de células estaminais adultas ¢ examinar as células SP endometriais que
mostraram pouco crescimento clonal, visto a maioria ser quiescente, aspeto
caracteristico das células estaminais adultas. Por outro lado, células cultivadas
mostraram atividade clonal bastante aumentada.*] O grupo referiu novamente que estas
células sdo uma populagdo mista, considerando que as células predominantes sdo
endoteliais, existindo também de células epiteliais e do estroma.!?! Tanto as células SP
epiteliais como do estroma tém caracteristicas estaminais mesenquimatosas e estudos de
imunohistoquimica mostram células a delinear os vasos sanguineos nas camadas

24 251 Assim, a identificagdo destas células suporta que células

funcional e basal.!
estaminais adultas residem no endométrio humano, apesar de a sua natureza exata ainda
ser desconhecida. Apesar de tudo, ndo s6 a administragdo de células SP a pacientes com
SA poderd ter o potencial de reconstruir o endométrio, como talvez seja também

possivel que células SP enddgenas em endométrio inadequado possam ser estimuladas
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para regenerar um endométrio espesso, hormonalmente responsivo, capaz de suportar a

implantagdo.!!’!

O grupo de Dean et al vem reforcar a ideia de que este tipo de células endometriais
humanas se diferencia em estruturas glandulares que expressam marcadores epiteliais,
estruturas do estroma e células semelhantes a progenitoras endoteliais.®! Quando
transplantadas para baixo da cépsula renal ou da pele de um ratinho imunodeficiente, as

23, 25, 26] 0 que

células SP produzem estruturas endoteliais, do estroma ou epiteliais,!
reforca a ideia de que se reconstitui o endométrio de forma mais eficaz quando sdo
incluidas células endometriais ndo fracionadas como suporte.l?®! Por fim, as células SP
tém maior capacidade de se diferenciarem em estruturas vasculares, glandulares e do
estroma in vivo quando comparadas com células ndo pertencentes a esta categoria.[?> 26!
Assim, consegue-se hoje perceber o enfoque na terapia celular no nicho endometrial, a
qual pretende restabelecer todos os componentes celulares da camada funcional, como

tentativa de representar uma abordagem terapéutica etiologica da SA.

3.4 Células estaminais menstruais

Na sua revisdo, o grupo de Gargett!!8! sugeriu que se perdem células estaminais
mesenquimatosas endometriais durante a menstruagdo, ao contrario de células epiteliais,
0 que sugere que, ao ndo serem perdidos durante a menstruagdo, os progenitores
epiteliais mais provavelmente residem na camada basal. As células menstruais
apresentam uma capacidade alargada de diferenciacdo, revelam-se pouco imunogénicas
quando transplantadas para ratinhos imunocompetentes ¢ podem até ter propriedades
imunomoduladoras, sendo caracteristicamente clonogénicas multipotentes. Ja os estudos
de Deanel realgam que o sangue menstrual é uma fonte de células estaminais
mesenquimatosas, designadas células endometriais regenerativas, semelhantes as
células do estroma tanto do endométrio como da MO, embora com algumas diferengas
na expressdo de marcadores, e capazes de se diferenciarem em diversas linhagens, com

alto potencial proliferativo.!! 18]

Na tentativa de investigar se o transplante autélogo de células do estroma derivadas da
menstruacdo, com posterior suplementacdo hormonal com estradiol e progesterona,
regenerava o endométrio em doentes com SA grave, o grupo de Tan et al?’! utilizou

uma mistura de células estaminais mesenquimatosas e fibroblastos do estroma
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diretamente isoladas do sangue menstrual das mulheres. Basearam-se nos estudos ja
referidos, bem como em outros onde se defende a clonogenicidade, o alto potencial
proliferativo e a multipoténcia in vitro,*®! a auséncia de expressdo de marcadores
hematopoiéticos ou endoteliais a superficiel?®! e a possibilidade de estas células serem
reprogramadas a células estaminais pluripotentes induzidas,*”] sendo candidatas
promissoras para terapia celular. O estudo concluiu que o transplante destas células
aumentou significativamente a espessura do endométrio em mulheres com SA grave,
com recupera¢do da morfologia endometrial ao seu estado normal e trés mulheres, de
uma amostra de sete, engravidaram com sucesso. Isto sugere que o transplante autélogo
deste tipo de células pode ser uma boa opg¢ao para a regeneragdo endometrial desde que
se consigam cultivar células suficientes para o tratamento. Os investigadores fizeram
uma pequena incisdo a nivel uterino a fim de induzir a implanta¢do das células nessa
regido. No entanto, s6 essa lesdo no endométrio mostrou aumentar a taxa de gravidez
em procedimentos de procriagdo medicamente assistidal®!! o que levanta a necessidade
de haver mais estudos controlados para corroborarem o efeito isolado do transplante de
células do estroma derivadas da menstruagcdo. O grupo concluiu também que grande
parte das doentes com SA grave ndo mostra qualquer resposta a terapéutica com
estrogénio de forma isolada e que a eficacia das células em causa ao induzir crescimento
endometrial sob estimula¢do endometrial sugere que a perda de células estaminais seja a
principal causa para o aparecimento de sinéquias na patologia. Assim, pde-se a hipdtese
de que as células estaminais adultas de locais sauddveis ndo conseguem migrar para as
regides lesadas devido a razdes ainda desconhecidas, enquanto as células do estroma
derivadas da menstruacdo transplantadas conseguem suplementar essas regides
deficitarias em células estaminais. Nao obstante, ¢ preciso mais investigacdo para

validar esta hipotese.

3.5 Células estaminais derivadas da medula ossea (CEDMO)

Na MO ¢ possivel encontrar varios tipos de células estaminais adultas, incluindo células
estaminais hematopoiéticas, células estaminais mesenquimatosas e células progenitoras
endoteliais. Elas circulam em muito pequeno niimero, migram para locais de lesdo
tecidual, sdo incorporadas em diversos oOrgdos e diferenciam-se em células do novo

32, 33

tecido ou contribuem para a angiogénese.! 1 Os fatores troficos libertados pelas
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células estaminais mesenquimatosas que contribuem para a angiogénese, a ativagdo de
células estaminais enddgenas e a modulagdo da resposta inflamatdéria promovem a
reparagdo tecidual.** O grupo de Gargett!!! referiu também que as células mieldides
derivadas da MO também tém a capacidade de entrar em 6rgdos e diferenciarem-se

noutros tecidos como o endométrio.

Numa outra revisiol!®], o grupo de Gargett refere que varios estudos, tanto em modelos
animais como em humanos (referidos a seguir), sugerem que as células derivadas da
MO podem ter um importante papel na promogao da regeneracdo endometrial quando
outros métodos falharam anteriormente. Os trabalhos de Deanel! realgam a importancia
da lesdo no endométrio ao aumentar a incorporacdo destas células, o que nao se verifica
na mobiliza¢do de progenitores da MO mediada pelo fator de estimula¢do de coldnias
de granuldcitos. O grupo referiu que as células incorporadas ndo parecem proliferar ou
contribuir para a regeneragdo endometrial, sugerindo que desempenham um papel
pequeno na reparacdo. Serd entdo mais provavel que as células estaminais e ndo as

células derivadas da MO medeiem a regeneracdo endometrial apds a menstruacao.

O grupo de Cervello,!'! referiu que novas evidéncias sugerem que as CEDMO podem
contribuir para a regeneragdo tecidual através da rapida revascularizacdo de tecidos
lesados. Assim, a introdugdo exodgena de progenitores endoteliais vasculares pode
facilitar a restauragdo de varios 6rgdos e tecidos, algo demonstrado em modelos animais
e em ensaios clinicos com humanos, com excelente perfil de seguranga. Como tal, o
grupo considerou que a utilizacdo de células estaminais autologas da MO, mobilizadas e
isoladas do sangue periférico e subsequentemente instiladas nas artérias espiraladas
através de cateterizagcdo arterial, pode representar uma possivel ferramenta de
tratamento na SA. Tan!?’! aponta, no entanto, para um fator limitante: a necessidade de
medidas agressivas para a obtencdo de células a partir da MO, que ndo s6 aumentam o

risco de infe¢do, como sdo dolorosas.

Em seguida realgam-se os principais estudos realizados em modelos animais e

humanos, relativamente a terapia celular com CEDMO.
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3.6 Estudos realizados em modelos animais

O ratinho ¢ um modelo animal bem estabelecido, estudado e compreendido, sendo
possivel realizar investigacdo relativamente a fung¢do endometrial e dai retirar

conclusdes extrapolaveis ou adaptaveis aos seres humanos.

Foram identificadas possiveis células estaminais no endométrio de ratinho. Em modelos
pré-puberes de crescimento e desenvolvimento endometrial, essas células no epitélio
luminal funcionam como células progenitoras, ao iniciar uma resposta proliferativa
responsiva ao estrogénio. Relativamente as células do estroma, apenas 12% destas
possiveis células progenitoras iniciaram uma resposta proliferativa. No entanto, estas
parecem importantes na regeneragao do estroma endometrial para suportar as glandulas
e o epitélio luminal que se regeneram rapidamente. Estas células estaminais estdo
localizadas junto a transicdo endométrio-miométrio em regides perivasculares,
sugerindo que a angiogénese ocorre simultaneamente a regeneracdo endometrial. Estes
nichos perivasculares podem transmitir indiretamente sinais proliferativos mediados por
estrogénio via fatores de crescimento, enquanto que as células dos nichos endoteliais
podem sentir o dano tecidual ou a necessidade de fornecer um suporte vascular para a

mucosa que cresce rapidamente. 2]

A revisdo de Gargett!!! referiu que as células derivadas da MO se incorporam em
pequeno nimero no endométrio, sugerindo assim uma expansdo clonal limitada de
células epiteliais endometriais ao longo do tempo. A incorporacdo destas células no
endométrio de humanos e de ratinhos parece mais provavel durante a regeneragao apos
lesdo. Parece também que as células endometriais derivadas de células estaminais
residentes mais provavelmente contribuem para a regeneragdo endometrial do que as

células da MO.

O grupo de Du et al®%! determinou que a lesdo de isquémia/reperfusdo uterina influencia
o enxerto das CEDMO no endométrio, com um aumento de quase duas vezes mais de
células recrutadas para o estroma uterino. No entanto, ndo existiu uma alteracdo
significativa no niamero de células epiteliais, podendo isto indicar que o principal alvo
da lesdo € o estroma. Os trabalhos de Alawadhi et al mostraram resultados semelhantes,
sugerindo que o estroma seja o primeiro e principal alvo do recrutamento das células
estaminais e da regeneragdo do tecido uterino apos lesdo.’®! Nio se observou uma

expansdo clonal em larga escala nem substitui¢do celular, sugerindo que o principal
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mecanismo pelo qual o Utero recupera apos lesdo seja a capacidade de as células
estaminais mesenquimatosas produzirem fatores troficos. As alteragdes hormonais
sistémicas nao tiveram efeito na migracdo das CEDMO para o Utero e a reparagdo
endometrial completa pode ocorrer na auséncia de estrogénio, o que sugere que este seja
apenas essencial para o crescimento endometrial durante o ciclo menstrual. Por outro
lado, sinais de lesdo emitidos localmente parecem ser mais importantes na mobilizagdo

destas células.!

O estudo do grupo de Alawadhi et al*®l relatou o recrutamento independente da
existéncia de um ciclo reprodutivo ou de estimula¢do hormonal e referiu que o fluxo de
células estaminais para o Utero ¢ provavelmente um mecanismo de reparacdo em
resposta a lesdo ou a gravidez, ao invés de um meio de substituicdo de células
endometriais perdidas. Acresce que a redu¢do do numero de células estaminais pode ser
um fator limitante na reparacdo do utero apos lesdo extensa, como ocorre na SA e
sugere-se que a suplementacdo com CEDMO possa regenerar o endométrio ¢ melhorar
a fertilidade apds trauma uterino. Propde-se que um sinal secretado na lesdo localizada,
e ndo um efeito local de recrutamento, pode atrair as células estaminais, mesmo numa
pequena area de dano, o que poderia explicar o sucesso das bidpsias endometriais na

melhoria das taxas de sucesso na gravidez por FIV.

O grupo de Kilic et al'?l avaliou o efeito das células estaminais na indugdo de
proliferacdo endometrial e angiogénese em ratinhos nos quais se induziu SA. Foi
demonstrada uma proliferacdo marcada no tecido endometrial em todos os grupos
tratados, sendo as células estaminais do tecido adiposo tdo eficazes quanto o estrogénio
na promog¢do da proliferagdo endometrial. Demonstrou-se também que a combinacdo
dos dois métodos era mais eficaz a reduzir a fibrose e a melhorar a proliferagdo

endometrial, garantindo a reparagao tecidual.

Em 2015, o grupo de Cervello et al'>! demonstrou que existe efetivamente o enxerto de
CEDMO CD133+ quando estas sdo administradas de forma sistémica ou intrauterina
num modelo de ratinho com SA. Ja o grupo de Liu et all®”! mostrou que a via de
administracdo sistémica resulta em maior recrutamento de células de dador para o utero
lesado do que a injecdo local direta, sendo recrutadas para o estroma e ndo para o
epitélio, localizando-se em proximidade aos vasos sanguineos, mas ndo na parede

vascular, sugerindo que estas células estaminais entram no utero por via hematogénea.
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Demonstrou-se também que as CEDMO sao recrutadas para o utero em maior nimero
que as células derivadas do ttero. Também ndo se identificaram diferencas entre os
cornos uterinos lesados e nao lesados em termos de recrutamento celular, sugerindo que
a lesdo uterina providencia um estimulo para o recrutamento de células de forma global

e ndo apenas para a regido afetada, tal como apontado em estudos anteriores.

Resultados semelhantes foram detetados pelo grupo de Cervello et al.l'3! Os autores
defendem que quando as CEDMO ou do tutero sdo administradas de forma sistémica, o
sangue providencia-as com vdrios fatores troficos, que podem aumentar a sua
sobrevivéncia quando comparado com a inje¢do local intraluminal. Isto pode explicar
porque ¢ que as células estaminais injetadas localmente tém baixa percentagem de

células no utero e decrescem ao longo do tempo.

3.7 Estudos realizados em humanos

O envolvimento da MO na diferenciacdo em inumeras células ndo hematopoiéticas ¢é
conhecido ha ja varios anos. A primeira prova deste fendmeno no endométrio humano
surgiu em 2004,538 num trabalho que descreve a presenga de CEDMO no endométrio
humano apos transplante a partir de um dador mismatched. As células endometriais
derivadas de dador foram detetadas em amostras de biopsia endometrial em todos os
recetores de MO, perfazendo um total de 0,2% a 48% das células epiteliais e 0,3% a
52% das células do estroma. Estas células foram localizadas em dareas especificas,
sugerindo que tera havido proliferacdo das células estaminais derivadas de dador.
Assim, comprovou-se que as células endometriais podem originar-se a partir de
CEDMO de dador, sugerindo-se que estas contribuem para a regeneracdo do tecido
endometrial. O maior nimero de células do estroma derivadas de dador, por
comparagdo com as epiteliais, sugere taxas de diferenciagdo diferentes consoante o tipo

de célula em questao.

O grupo de Nagori et al®! mostrou que o uso de CEDMO autdlogas foi eficaz na
regeneragdo endometrial e angiogénese de uma paciente com SA grave refratario ao
tratamento convencional. O grupo considerou que se a camada basal do endométrio se
recuperasse ¢ fosse posteriormente estimulada, deveria ocorrer um aumento da

espessura endometrial. Quis-se entdo regenerar o endométrio com células estaminais
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adultas autologas, apos curetagem, e com suplementacdo hormonal em altas doses,
tentando a regeneracdo através da diferenciagdo das células da MO, da estimulacao
induzida pela lesdo de células estaminais endometriais pouco funcionantes, ou de
ambos. Neste estudo, tanto as células do estroma como as células epiteliais derivaram
da MO. Estes dados demonstram o potencial das células estaminais em regenerar ou
reparar este tecido apds a lesdo, sendo a proliferagdo e desenvolvimento do endométrio
totalmente regulado por estimulos hormonais. Apds a regeneragdo do endométrio

lesado, foi conseguida uma gravidez apos transferéncia embriondria.

Garget et al,l!! debrugou-se sobre o caso de uma mulher com SA grave, refratario a
terapéutica cirargica e métodos de prevencao secundaria. Optou-se por utilizar a terapia
celular com CEDMO aut6logas para gerar um endométrio funcional. O endométrio
estreito e ndo responsivo foi tratado com sucesso com transplante intrauterino de
fibroblastos e células estaminais do estroma derivados da MO e curetagem, sendo que
ambos podem promover de forma independente ou sinérgica o crescimento de células
endometriais: as células da MO pela producdo de fatores troficos que promovem a
angiogénese e o crescimento tecidual, e a curetagem por estimular células progenitoras

endometriais em células ativadas para regenerar o tecido endometrial.

Em 2012, Cervelld et al* estudou se as células derivadas da MO de dador do sexo
masculino contribuem para a populacdo de células SP endometriais e, como tal, se
contribuem para a fonte endogena de células estaminais adultas ou ndo. Os autores
confirmaram que as cé¢lulas XY com origem na MO do dador migram para o endométrio
do recetor e se diferenciam, contribuindo para a composi¢do celular do estroma e do
epitélio. Os resultados deste estudo indicam que pode ocorrer uma diferenciacdo final
da populacdo de células da MO em tecido endometrial, mas que este evento ndo esta
relacionado com as células estaminais endometriais endogenas, uma vez que se
demonstra que as células SP endometriais ndo tém origem em células derivadas da MO.
Assim, os autores consideraram que as células da MO ndo contribuem para as células
SP endometriais, mas podem contribuir como fonte exdgena para formar células

endometriais diferenciadas, mesmo que de forma limitada em condigdes patologicas.

Continuam por ser identificados os mecanismos que controlam a diferenciacdo das
células derivadas da MO em diferentes tipos de células endometriais e porque ¢ que a

contribui¢do desas células ¢ mais importante para o componente do estroma do que para
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o componente epitelial. Parte destas questdes parece ser respondida pelo estudo de
Gargett!!! que confirma a possivel estimulagdo de células estaminais endometriais
quiescentes para um estado de proliferacdo celular de forma a ajudar a regenerar o

endométrio danificado.

O estudo de Singh et al'® investigou seis pacientes com SA refratario, tendo sido
transplantadas células mononucleares CD 34+ da MO - células progenitoras endoteliais
que promovem a angiogénese e a reparag¢do tecidual, impedem a criagdo de tecido
cicatricial, modulam as respostas inflamatérias e imunes e ativam células progenitoras
especificas - para a regido subendometrial, ndo tendo sido realizada nenhuma
curetagem. A espessura endometrial média pods-transplante aumentou de forma
significativa, até um méaximo de 6,7 mm, ndo sendo o suficiente para iniciar tratamentos
de FIV. A regeneragdo vista nas pacientes pode ter-se devido ao facto de as células
incorporadas se diferenciarem em epitélio e estroma endometrial ou as células da MO
ativarem as células progenitoras endometriais residentes remanescentes, ao
providenciarem fatores de crescimento. Ademais, o estrogénio oral administrado pode
ter promovido a proliferacdio de um endométrio que, quando reparado, se tornou
responsivo. O facto de ndo se ter realizado lesdo endometrial antes da implantagdo de
células estaminais, pode ter resultado nos resultados menos encorajadores no que a

fertilidade diz respeito.

Por fim, o grupo de Santamaria et all®! quis perceber se a terapia celular com CEDMO
CD133+ oferece uma arma terapéutica eficaz e segura em pacientes com SA refrataria.
Os autores perceberam que as células derivadas da MO que expressavam esse marcador
regeneraram a vascularizagdo e induziram a proliferagdo endometrial, levando a
reconstru¢ao autdloga do endométrio. Nos primeiros 3 meses, a terapia celular em
conjunto com a terapia de reposicdo hormonal aumentou o volume e a duracdo das
menstruacdes de todas as 11 mulheres com SA refratiria, assim como a espessura do
endométrio e o seu processo de angiogénese, a0 mesmo tempo que diminuiu o grau das
sinéquias intrauterinas. Este estudo foi a primeira instancia em que se utiliza terapéutica
de células estaminais dirigidas ao nicho de células estaminais endometriais. Apesar da
duracdo e da intensidade da menstruacdo diminuir progressivamente apos 6 meses de
terapia celular, foi promissor observar que este tipo de terapia leva a uma diferenca
imediata na morfologia endometrial. Todos os resultados foram consistentes com uma

reconstru¢do do endométrio eficaz, embora apenas transitoria. Em termos funcionais,
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véarias foram as gravidezes conseguidas espontaneamente ou através de técnicas de

procriacdo medicamente assistida ap6s a terapia celular.

Estes resultados, juntamente com os resultados de Cervell6 em ratinhos!!>! mostram que
as células derivadas da MO CD133+ induzem a proliferacdo das células endometriais ao
seu redor no endométrio traumatizado, principalmente no que ao compartimento
epitelial diz respeito. O mecanismo proposto ¢ que as células que incorporam os tecidos
induzem a secrecao de fatores pardcrinos que ativam a mitose das células ao seu redor,

induzindo assim a regeneracdo endometrial.
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4. Conclusao

Hoje em dia, ¢ claro que a SA se associa a perda de endométrio normal. O objetivo final
do tratamento da SA ¢ restaurar a fertilidade de uma mulher. Embora a sinequiolise
histeroscopica melhore os resultados na recuperagdo menstrual e na fertilidade, nao
existe atualmente nenhuma técnica que seja verdadeiramente eficaz, nomeadamente em
casos de SA grave. O crescimento endometrial no SA ¢ inconsistente. A incapacidade
de regeneracdo de novo endométrio reflete normalmente a perda do endométrio basal,

sendo que o seu dano grave pode destruir as células estaminais progenitoras locais.!*!

Células estaminais adultas sdo células indiferenciadas raras que tém vindo a ser
identificadas pelas suas propriedades funcionais na maior parte dos tecidos e 6rgaos
adultos no organismo humano. O seu papel ¢ manter a homeostase tecidual, permitindo
a substitui¢do de células perdidas por lesdo, sendo utilizadas com sucesso no tratamento
de varias doencas, nomeadamente doengas hematopoiéticas como o mieloma multiplo, a
leucemia e os linfomas!**! e ndo hematopoiéticas como doengas vasculares isquémicas,

(411 Raras

metabodlicas, hemoglobinopatias, doencas neuroldgicas ou autoimunes.
populagcdes de células progenitoras epiteliais e células estaminais do estroma foram
identificadas no endométrio humano e sdo provavelmente responsaveis pela
regeneracdo da camada funcional do endométrio apds a menstruagdo e o parto.l!> 3 181
Assim, considera-se que podera ser possivel ativar as células estaminais endometriais
enddgenas em doentes cujo endométrio ndo ¢ suficientemente espesso ou ¢ mesmo
atrofico ou, por outro lado, transplantar CEDMO ou outros tipos de células estaminais
para a cavidade uterina, para regenerar o endométrio.l'?! A terapia celular no endométrio
pretende restabelecer todos os componentes celulares da camada funcional, como

tentativa de representar uma abordagem terapéutica etioldgica da doenca.

A evidéncia sugere que as células endometriais podem originar-se a partir de CEEH que

1,5, 18

se diferenciam em epitélio endometrial humanol 1 ou de CEDMO, que circulam em

muito baixo numero e enxertam o endométrio humano e outros orgdos,? 33

com
estudos realizados em humanos e em ratinhos a demonstrar enxerto de células derivadas
da MO no endométrio num cenario de dano ou inflamagdo tecidual.l> 3 361 Ag
alteracdes hormonais sistémicas ndo demonstraram ter efeito na migracdo das CEDMO
para o utero e a repara¢ao endometrial completa pode ocorrer na auséncia de estrogénio,

0 que sugere que este seja apenas essencial para o crescimento endometrial durante o
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ciclo menstrual. Por outro lado, sinais de lesdo emitidos localmente parecem ser mais
importantes na mobilizacdo destas células. O maior numero de células do estroma
derivadas de dador, por comparagdo com as epiteliais, sugere taxas de diferenciacdo
diferentes consoante o tipo de célula em questdo.*®! Por outro lado, as células da MO

ndo contribuem para as células SP endometriais.!*’!

Existe efetivamente o enxerto de CEDMO CD133+ quando estas sdo administradas de
forma sistémica ou intrauterina num modelo de ratinho com SA, sendo que também em
humanos as células CD133+ induzem a proliferagio de células ao seu redor no
endométrio traumatizado, principalmente no que ao compartimento epitelial diz

respeito.l: ¢l

Sugere-se também que a lesdo induzida por bidpsia ou curetagem do endométrio ativa
células estaminais endometriais residentes ou os nichos de células estaminais a produzir
um endométrio mais espesso e recetivo. Propde-se que um sinal emitido na regido da
lesdo, e ndo um efeito local de recrutamento, possa atrair as células estaminais, o que
poderia explicar o sucesso das bidpsias endometriais na melhoria das taxas de sucesso

na gravidez por FIV.B1.36]

Nao se sabe se a presenca de células estaminais endometriais ativadas promove a
incorporagdo das raras células estaminais circulantes da MO no endométrio para
aumentar a resposta. Também ndo se tem a certeza se fatores troficos libertados por
células da MO contribuem para a ativacdo de células estaminais endometriais
residentes. No entanto, o baixo numero de células enxertadas e a regulagdo de fatores de
crescimento especificos sugerem que a proliferagdo celular endometrial ndo seja um
resultado direto da divisdo das células injetadas, mas de um efeito indireto devido a

secregdo de fatores paracrinos no nicho de células estaminais endometriais.[! 1]

O tipo de célula da MO que se diferencia em células endometriais ainda ndo foi
elucidado, podendo ser células mielodides, células estaminais hematopoiéticas, células
mesenquimatosas ou células endoteliais progenitoras. A maioria dos estudos mostra que
provavelmente haverd uma maior contribui¢do por parte de fibroblastos e células
mesenquimatosas do estroma que de células progenitoras endoteliais, que através de
moléculas bioativas promovem a angiogénese e a reparacdo celular, inibindo a
cicatrizagdo e modulando as reagdes inflamatorias e imunes, ativando também células

estaminais especificas do tecido.> '8 Este tipo de mecanismos ocorre em sistemas
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melhor caracterizados, como € o caso do miocardio lesado, podendo também resultar no

caso da cavidade uterina.[*!

Outra abordagem que parece eficaz, ¢ o transplante autélogo de células menstruais, que
pode ser uma boa opg¢ao para a regeneragdo endometrial desde que se consigam cultivar
células suficientes para o tratamento. Neste caso, as células do estroma transplantadas

conseguem suplementar as regides deficitarias em células estaminais.”]

Por fim, percebe-se que administragdo sistémica de CEDMO ou células derivadas do
utero resulta em melhor recrutamento para o utero lesado que a inje¢do local, sendo
recrutadas para o estroma e ndo para o epitélio. O sangue parece providenciar varios
fatores troficos, que podem aumentar a sua sobrevivéncia quando comparado com a

15,371 Por outro lado, as células derivadas da MO parecem ser

inje¢do local intraluminal.!
mais adequadas para a restauragdo do tUtero lesado que as células derivadas do ttero.B7!
Permanece por determinar se as estratégias para aumentar o numero de células

estaminais enxertadas poderiam aumentar a reparacgdo de tecido endometrial.
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