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RESUMO

A sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) caracteriza-se pela
aplasia congénita dos ductos Mullerianos. Devido a algumas caracteristicas
peculiares, as ceélulas-tronco mesenquimais estdo sendo vistas como uma nova
alternativa de tratamento em pacientes acometidos pela sindrome de MRKH.
Considerando que alguns biomateriais servem como suporte estrutural e interferem
positivamente na regeneracao tecidual, a associacdo da linhagem celular de mucosa
vaginal HMV-II e das MSC derivadas de tecido adiposo humano com biomateriais
apresenta uma nova possibilidade na criacdo de neovagina. Nesta perspectiva,
foram cultivadas células HMV-Il com diferentes biomateriais (Membracel, Biofilme,
Cellprene, PLGA PI quimicamente modificado) a fim de selecionar o melhor material
alternativo. Ambas as células, associadas ao biomaterial selecionado, foram
submetidas a analise morfoldgica, coloracédo acido periddico-Schiff (PAS), expressao
de marcadores epiteliais especificos por imunofluorescéncia e microcopia eletronica
de varredura (MEV). As células que interagiram com o biomaterial apresentaram
marcadores epiteliais especificos e caracteristicas morfolégicas epiteliais. Estes
resultados indicam que a interacdo do biomaterial com ambas as células testadas
tem potencial capacidade para uma epitelizacdo eficiente da neovagina. O
crescimento das MSC com o biomaterial selecionado para implantacdo subsequente
em pacientes com sindrome de MRKH pode representar uma alternativa valida e

promissora para a reconstrucao vaginal.

Palavras-chave: Biomateriais; sindrome MRKH; células-tronco

mesenquimais, linhagem celular HMV-II.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Colora%C3%A7%C3%A3o_%C3%A1cido_peri%C3%B3dico-Schiff

ABSTRACT

The Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) syndrome is characterized by
congenital aplasia of the Mullerian ducts. Because mesenchymal stem cells (MSCs)
secrete paracrine factors, they have been seen as a new treatment option for several
diseases. Considering that some biomaterials can be used as scaffolds and interfere
positively in tissue regeneration, the association of human vaginal mucosa (HMV-II)
cell line and MSCs with biomaterials appears as a new option for the creation of
neovagina. In this study we cultured HMV-II cells with different biomaterials
(Membracel, Biofilm, Cellprene, chemically modified PLGA PI) to select the best
alternative material. For that both cells were cultured with the selected biomaterial
and evaluated by morphological analysis, periodic acid-Schiff (PAS) staining,
expression of epithelial markers by immunofluorescence and scanning electron
microscopy (SEM). The analysis of the in vitro cell-biomaterial interactions showed
specific epithelial markers and epithelial morphological features for both cells. These
results indicate that the interaction of the biomaterial with the two tested cells has the
potential capacity for an efficient epithelialization of the neovagina. Therefore, growth
of MSCs with the selected biomaterial for subsequent implantation in patients with
MRKH syndrome may represent a valid and promising alternative for vaginal

reconstruction.

Keywords: Biomaterials; MRKH syndrome; mesenchymal stem cells; HMV-II

cell line.
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1 INTRODUCAO

A sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH) caracteriza-se como
a aplasia congénita dos ductos Mullerianos da vagina que ocorre durante a
embriogénese dos 0Orgaos genitais femininos. Sua incidéncia acomete cerca de
1:4500 nascimentos do sexo feminino. Estas anomalias Mullerianas variam de
discretas alteracdes anatObmicas até total aplasia, chegando este caso a ser
diagnosticado em 90% das mulheres afetadas. O principal tratamento para a
sindrome MRKH é o procedimento cirurgico, que foi estabelecido ha quase 200
anos. Este procedimento consiste na criacdo de uma cavidade neovaginal. Porém
existem diferentes técnicas para a correcdo da agenesia vaginal e ndo ha senso
comum sobre o material que deve ser utilizado para o revestimento adequado da
parede do canal vaginal (MORCEL et al., 2007; REZENDE et al., 2013; PANICI et

al., 2007).

Nos ultimos anos, observaram-se frequentes descri¢cdes sobre a reconstrucao
bem-sucedida de diversos 6rgdos com a aplicacdo de técnicas de engenharia de
tecidos. Em busca de novas alternativas, os biomateriais, que sé&o caracterizados
como soélidos tridimensionais, podem ser enquadrados em associacdo as células
epiteliais para realizar algumas fun¢des como: promover interagbes célula-
biomaterial, favorecer adesao celular, permitir o transporte suficiente de gases,
nutrientes e fatores reguladores para possibilitar a sobrevivéncia celular, proliferacao
e diferenciacdo que se aproxima da regeneracao tecidual nas condi¢cbes de cultura
de interesse e provocar um grau minimo de inflamacg&o ou toxicidade in vivo. A

fabricacdo de biomateriais apresenta uma das principais areas da pesquisa na



17

medicina regenerativa, pois desempenha um papel Unico na regeneracédo de tecidos
e reparacdo. (SEGUNDO et al., 2012; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; ZHU et al.,

2013).

Trohatou e colaboradores (2017), utilizando células-tronco mesenquimais
para terapia de regeneracao de tecidos, demonstraram nos resultados obtidos em
experimentos in vitro e in vivo, que este tipo celular apresenta importante papel no
estimulo da remodelacao tecidual através da secrecéo de citocinas (TROHATOU, et
al., 2017). Os métodos utilizados para o isolamento das MSC sédo baseados na sua
capacidade de aderéncia ao plastico, proliferacdo in vitro e capacidade de

diferenciarem-se em ostedcitos, adipdcitos e condrdcitos (MENDES, et al., 2017).

Nesta perspectiva, acrescenta-se também uso na pesquisa cientifica de,
diferentes tipos de células epiteliais, como a linhagem celular de mucosa vaginal
HMV-II, uma vez que a linhagem celular possui a caracteristica de manter-se em
cultura por um grande periodo de tempo (quando comparado as células priméarias), e
mantém grande parte das caracteristicas originais (ALVES, et al., 2010). Em busca
de uma estratégia para o tratamento em lesGes de tecidos ou 6rgdos, a terapia
celular utilizando células epiteliais em associacdo a biomateriais € uma alternativa
terapéutica promissora, devido a caracteristicas celulares peculiares amplia-se as
possibilidades de utilizagdo clinica, tanto em humanos, quanto em animais (SOUZA,

et al., 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

A revisdo da literatura centrou-se nas seguintes palavras-chave: “Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser syndrome”, “mesenchymal stem cells”, *“Vaginal
Reconstruction”, “engineering tissue”, “Regenerative medicine” e “scaffold”. A
estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PUBMED (MEDLINE),
LILACS, SCIELO e CAPES. Em relacéo ao termo “sindrome de Mayer-Rokitansky-
Kuster-Hauser” foram encontrados 493 artigos no PUBMED, 27 artigos no LILACS,
17 artigos no SCIELO e 1.832 artigos no Periodicos CAPES; ja em relacdo ao termo
“mesenchymal stem cells” foram encontrados 48.440 artigos no PUBMED, 241 no
SCIELO, 232.737 no Peridédicos CAPES e 415 no LILACS. Utilizando o termo
“Vaginal Reconstruction” foram encontrados 2.990 artigos no PUBMED, 2371 artigos
no LILACS, 20 artigos no SCIELO e 16850 artigos no Periodicos CAPES,
engineering tissue foram encontrados 91.877 artigos no PUBMED, 283 no SCIELO,
934,505 no Periddicos CAPES e 54.697 no LILACS; para o termo “Regenerative
medicine” foram encontrados 40.466 artigos no PUBMED, 15.189 artigos no
LILACS, 157 artigos no SCIELO e 18.1271 artigos no Peridodicos CAPES, com o
termo “scaffold” foram encontrados 45.370 artigos no PUBMED, 53.952 artigos no
LILACS, 155 artigos no SCIELO e 363.654 artigos no Periédicos CAPES. Ao cruzar
os termos “Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser e mesenchymal stem cells” foram
encontrados 0 artigos no PUBMED, 0 no LILACS, 0 no SCIELO e no Peridédicos
CAPES 23. Ao cruzar “Vaginal Reconstruction e engineering tissue” foram

encontrados 30 artigos no PUBMED, 24 no LILACS, no SCIELO 0 e no Periddicos
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CAPES 1133. Cruzando os termos “Regenerative medicine e scaffold” foram
encontrados artigos 194 no PUBMED, 0 no LILACS, no SCIELO 4 e no Periédicos
CAPES 18296, “Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser e scaffold” foram encontrados 0
artigos no PUBMED, 2 no LILACS, no SCIELO 0 e no Periodicos CAPES 19,

conforme tabela 1.

Tabela 1 Resultado de busca de referéncias bibliograficas nas bases de

dados PUBMED, LILACS, SCIELO e Periédicos CAPES.

Palavras-chave PUBMED LILACS SCIELO Periédicos
CAPES
Mayer-Rokitansky-Kuster- 493 27 17 1832
Hauser
Mesenchymal stem cells 48440 415 241 232737
Vaginal reconstruction 2990 2371 20 16850
Enginnering tissue 91877 54697 283 934505
Regenerative medicine 40466 15189 157 181271
Scaffold 45370 53952 155 363654
Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser x 0 0 0 23
mesenchymal stem cells
Vaginal reconstruction x 30 2 0 1133
engineering tissue
Regenerative medicine x scaffold 194 0 4 18296
Mayer-Rokitansky-Kuster- 0 2 0 19

Hauser x scaffold
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2.2 Mapa Conceitual

INTERAGAO BIOMATERIAIS +
CELULAS

ELElQAO BIOMATERIAL
PLGA/PI
quimicamente modificado 4 BIOMATERIAIS

PAS

IMUNOFLUORESCENCIA
MEV

Analisou-se em um estudo piloto a capacidade de interacdo das células HMV-
I e MSC associadas aos biomateriais, com a finalidade de eleger a melhor
associacao ceélula/biomaterial. Apds obter a escolha do biomaterial que proporcionou
melhor interacdo com as células, foram realizados ensaios de Imunofluorescéncia e
coloracao por PAS e ainda as células associadas ao biomaterial foram submetidas a

analise por microscopia eletrénica de varredura.

2.3 Medicina regenerativa

A medicina regenerativa, igualmente conhecida como engenharia de tecidos,
combina os campos das ciéncias da vida e da engenharia visando adaptar a
regeneracdo do corpo, controlando especificamente o meio bioldgico. Dentre as

inUmeras definicbes, ainda convém destacar, que a engenharia de tecidos utiliza
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combinacdes especificas de células, e muito se discute sobre a importancia de suas
aplicacdes, as quais comecaram a se estender além dos implantes terapéuticos para
a criacado de modelos fisiologicos de tecido humano in vitro (GRIFFITH, 2002; LEE,

et al., 2011).

De fato, existem danos que levam a diferentes graus de perdas de tecidos e
estruturas. Frente a isto, observa-se que a auséncia de sinais biologicos limita a
capacidade de regeneracdo tecidual. Tendo consciéncia desta complexidade, o
propésito da medicina regenerativa € rever eventos embrionarios dentro de um
espaco produzido por materiais artificiais (ou seja, os biomateriais), para que 0s
processos de reparo possam ser desencadeados usando o reservatorio de células-

tronco presente nos tecidos (SHASTRI, et al., 2010; LEE, et al., 2011).

Neste sentido, a medicina regenerativa propde que a terapia celular
combinada a biomateriais, representa um pilar da saude e fornece uma abordagem
promissora para o tratamento de doencas. E preciso considerar também que a
superficie do biomaterial torna-se importante quando associada as ceélulas, pois ela
pode afetar diretamente a resposta celular e, até mesmo, a regeneracéo do tecido,
assim existe uma tentativa incessante para melhorar a eficacia dos biomateriais

frente as células epiteliais (TROHATOU, et al., 2017; MA, 2008).

Tais consideracfes apontam que dependendo do biomaterial, uma variedade
de parametros biofisicos pode ser modulada, tal como porosidade e degradacéo,
onde cada variavel pode influenciar significativamente as propriedades do
biomaterial e, em ultima instancia, as diferentes possibilidades de interacbes com

células (KOBOLAK, et al., 2016; SHASTRI, et al., 2010).
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Em raz&o destas situagfes, o biomaterial (figura 1) possui caracteristicas
como, propriedade mecanica entre outras, que permitem sua interacdo com o
sistema biologico, possibilitando assim, a biocompatibilidade. Diante disto, o
biomaterial, estd sendo modificado quimicamente em relacdo a sua composicao e
estrutura a fim de melhorar a resposta celular (quando associado as células
epiteliais) e consequentemente melhorar a interacdo com o sistema bioldgico

(FURTH et al., 2007; KIKUCHI, et al., 2005).

Propriedades estruturais do Requisitos bioldgicos

polimero (aderéncia celular, proliferagio e

diferenciacéo
(porosidade e propriedade mecéanica) ga0)

Figura 1. Caracteristicas essenciais na associa¢ao entre células x biomaterial

Fonte: Autor (2017)

Nesta abordagem, percebe-se que um dos principios da terapia celular na
medicina regenerativa, envolve o uso de uma fonte celular apropriada e um material
biocompativel, a fim de reproduzir (de forma estrutural e funcional) o tecido lesado.
Assim, um biomaterial ideal deve ser capaz de suportar diferentes tipos de células, e
em vista disso, otimizar sua aplicacdo continua sendo uma questao importante (LI

2005; MCKEE et al., 2017; CIMA et al., 1991).

E diante deste contexto que o biomaterial comumente utilizado na medicina

regenerativa é o poli (acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), que é biodegradavel, e
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tem apresentado resultados satisfatorios. Este biomaterial é certificado junto ao
Food and Drug Administration (FDA, Estados Unidos), para uso em humanos. O
sucesso deste polimero deve-se a capacidade de produzir uma estrutura fibrosa,
com alta porosidade, proporcionando mais espac¢o estrutural para o alongamento
das células, tornando a troca de nutrientes e residuos metabolicos mais eficientes.
Atualmente tem-se procurado modificar quimicamente o polimero PLGA, a fim de
torna-lo hidrofilico, aumentando sua capacidade de interacdo com sistemas

biolégicos (LI et al., 2002).

Certamente a aproximacdo cada vez mais intensa entre a engenharia e a
biologia oferece a perspectiva de desenvolvimento de modelos que reproduzem
melhor os processos fisioldégicos, como aqueles que utilizam diferentes técnicas em
sistemas in vitro que podem ser implementados em diferentes tecidos humanos.
Essas ferramentas, em Ultima instancia, poderdo permitir grandes avancos em
prevencdo, diagnodstico e tratamentos de doencas atualmente consideradas como
alvos potenciais para engenharia de tecidos. Assim, a associacdo de ceélulas com
biomateriais pode auxiliarno tratamento de diferentes doencas, como traumas e

anomalias congénitas (GRIFFITH, et al., 2002).

Em face disto, a ciéncia que se dedica aos estudos com biomateriais
associados ao sistema bioldgico vem mostrando resultados mais promissores na
engenharia de tecidos, e tem oferecido uma solucédo alternativa para determinadas
patologias, tornando a criacdo exitosa de 6rgdos pré-fabricados in vitro associados

as ceélulas (SADRI-ARDEKANI, et al., 2015; ATALA, 2006).
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2.4 Uso de células-tronco mesenquimais na Medicina Regenerativa

Recentemente tem se discutido muito sobre o cultivo e aplicacéo das células-
tronco mesenquimais na medicina regenerativa, as quais geraram uma onda de
entusiasmo na comunidade cientifica devido a suas perspectivas terapéuticas (MA et
al., 2015). Desde a década de 1970, tem sido descrito a forma e a fungéo celular, e
utilizando estas descricbes na pesquisa de células/biomateriais varios estudos
conseguiram elucidar o impacto das forgcas mecanicas e quimicas da superficie do

biomaterial frente a funcéo celular (SOUTO et al., 2006; ULUDAG et al., 2000).

Neste ambito, cientistas no campo da engenharia de tecidos e da medicina
regenerativa aplicam principios de transplante de diversos tipos de células, ciéncia
de materiais e bioengenharia na construcdo de substitutos bioldégicos que podem
restaurar e manter a funcdo normal em tecidos lesados (VARKEY, et al.,, 2011;

RINGE, et al., 2002).

Portanto, o potencial das MSC de serem capazes de diferenciar-se e de
sofrerem uma extensa replicacdo tornam as células-tronco mesenquimais
promissoras para o reparo do tecido. Outro fator relevante € que mais de 100
milhdes de americanos que sofrem de doencas podem se beneficiar de aplicacdes
de engenharia de tecidos com base em células-tronco (Figura 2) conforme o

Patients Coalition for Urgent Research, EUA, Washington, D.C (RINGE, et al., 2002).
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Figura 2. Numero de pessoas (milhdes) nos EUA que sofrem de doencas que

podem ser beneficiadas pelas pesquisas com células-tronco humanas

Fonte: Ringe, et al., 2002

Dentre os inUmeros motivos que levaram os biomateriais a serem utilizados
clinicamente por muitos anos, a medicina regenerativa inspirou uma mudanca para
aumentar a atividade bioldgica e a interagdo imunologica destes materiais. Para isto,
além do fato de que a resposta das células aos biomateriais pode ser testada in vitro
e in vivo, o ambiente inclui diversos outros tipos celulares que interagem e se
comunicam conjuntamente para adaptar a resposta imune. Desta maneira, existem
varias estratégias para incorporar estimulos bioldgicos em um biomaterial a fim de
melhorar a funcionalidade do tecido quando cultivado in vitro e, mais importante
ainda, quando implantado in vivo (CHUNG, et al.,, 2017; SUNDELACRUZ, et al.,

2009).

Em busca de reproduzir a cavidade vaginal, muitos tipos de tecidos tém sido
utiizados, como malhas de biomateriais, membranas amnioticas, camadas
peritoneais, derme artificial recombinante, malhas de pele, tecido intestinal, entre

outros. Devido a caracteristicas estruturais especificas de cada biomaterial, o
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comportamento celular € influenciado por interagdes que ocorrem nas interfaces
célula-biomaterial e, por isto, inclui-se o uso de células-tronco mesenquimais na
medicina regenerativa, tornando esses estudos promissores para futuras aplicacdes

clinicas (ZHANG, et al., 2017; BORGES, et al., 2017; GUNAY, et al., 2017).

Diante disto, as células-tronco mesenquimais (MSC), que sao definidas como
células pluripotentes presentes em diversos tecidos (medula Ossea, gordura,
musculo, sangue do corddo umbilical e outros), sdo de facil obtencdo e podem ser
expandidas in vitro sem perda da sua multipotencialidade, sendo capazes de se
diferenciar in vitro em células gordurosas, musculares, 0sseas e condrocitarias.
Além disso, também possuem como caracteristica a expressdo de um grande
namero de moléculas bioativas (moléculas de adesdo, proteinas de matriz
extracelular, citocinas e receptores para fatores de crescimento), permitindo
interacbes com demais células, suprindo as células danificadas. A partir dessa
supressao tecidual ocorre um estimulo para que as MSC sejam ativadas e possam
proliferar-se, elevando o numero de moléculas bioativas secretadas, migrando para
o local da leséo exercendo efeitos paracrinos. Em paralelo a isso, também ocorre a
expressao de receptores para citocinas e fatores de crescimento, dessa maneira,
quanto mais vascularizada a regido afetada, mais intensa é a sinalizacdo e mais
efetiva sera a resposta das MSC (ZAGO, et al., 2004; MONTEIRO, et al., 2010;

SOUZA et al., 2010).

E diante deste contexto que tem se utilizado células-tronco mesenquimais
adipoderivadas de humanos (hADSCs) que sédo de facil obtencéo, isolamento e
cultivo, assim, quando comparadas a outros tipos celulares, estas demonstram

maior capacidade de proliferacdo e diferenciacdo in vitro e devido a isto, séo
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consideradas as células-tronco mesenquimais mais promissoras (CALABRESE, et

al., 2017).

Outro ponto a considerar é a adesao celular a superficie, pois esta torna-se
essencial em diversos fendbmenos, devido a resposta imune, cicatrizacdo e
integracdo do tecido com o biomaterial. Em virtude disto, a aderéncia e a
disseminacéo de células pertencem a primeira fase das interacées que ocorrem na
interface de célula/biomaterial, e conhecer a atividade que as MSC exercem sobre 0
biomaterial, incluindo o desenvolvimento de eventos celulares e a sensibilidade das
células a estimulos bioquimicos e mecanicos, pode elucidar melhor como ocorre
esta interacéo ceélula/biomatrial (SUNDELACRUZ, et al., 2009; RAJZER, et al., 2017;

NAIR, et al., 2017).

Neste tipo de situacdo, a estrutura do polimero (biomaterial) afetara
diretamente as células (MSC) influenciando a secrecdo do fator de crescimento

celular e a sinalizacdo (LEE, et al., 2011; GRIFFITH, 2002).

De fato, ha uma diversidade de fontes para a obtencédo de células-tronco
mesenquimais, levando em consideracdo os diversos métodos de isolamento e
expansao descritos na literatura. Isto denota o quédo tem-se discutido sobre 0 uso
das MSC, uma vez que apresentam caracteristicas indispensaveis, que incluem a
aderéncia ao plastico e potencial de diferenciacdo, e capacidade de serem
expandidas ex vivo além de se diferenciarem em diferentes tipos celulares (HECK
2012; ZIMMERMANN et al., 2016; ALMADA 2013). Considerando estas habilidades
das MSC de modularem diversos componentes, ZIMMERMANN e colaboradores

(2016) cultivaram MSC em biomateriais, demostrando que esta combinacao fornece
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um meio de concentracdo e manutencao local de citocinas para potencializarem a

atividade imunomodulatéria das MSC.

Devido as consideragcdes ja mencionadas, a combinacdo da associacédo de
células/biomateriais (figura 3) tem sido utilizada no reparo/regeneracédo de tecido,
isto sendo possivel devido ao microambiente produzido pelo biomaterial (WAHL, et

al., 2015; KOBOLAK, et al., 2016; HECK, 2012).

Matriz do polimero

MSC

° . Proteinas adesdo celular

Figura 3. Aderéncia da célula-tronco mesenquimal ao biomaterial

Fonte: Autor (2017)

Em 2017 uma pesquisa realizada em animais por SU e colaboradores,
revelaram efeitos paracrinos produzidos pelas MSC no tecido lesado. Compreender
a funcao paréacrina das células tem implicacées profundas para entender como as
células transplantadas in vivo podem facilitar os processos de reparacdo /
regeneracao de tecidos, o que, assim, pode esclarecer o principio da utilizacdo dos
biomateriais (SU, et al., 2017). Em busca disso, a terapia celular utilizando MSC
associadas a biomateriais € uma alternativa terapéutica promissora, pois a
capacidade destas diferenciarem-se amplia as possibilidades de utilizacdo clinica,

tanto em humanos, quanto em animais (SOUZA, et al., 2010).
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2.5 Sindrome Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH)

A agenesia vaginal € uma anomalia congénita do trato genital feminino,
podendo apresentar-se como um defeito de desenvolvimento isolado ou dentro de
um complexo de anomalias mais extensas. O mais comum € associado a sindrome
de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH), com prevaléncia estimada em
aproximadamente 1 em 4.500 nascidos vivos. Foi descrita pela primeira vez pelo
anatomista alemao Mayer em 1829. A técnica mais conhecida utilizando métodos
cirdrgicos é a de Abbe-Mcindoe, que consiste na criacdo de um canal vaginal
coberto com enxerto, sendo que este tecido substituido pode levar a uma funcéao de
regeneracdo adequada do epitélio. Se a dilatacdo falhar, ou caso o defeito seja
grave, podem ser necessarios tecidos extravaginais para a criagdo de novos tecidos
vaginais. Assim, ap0s a reconstrucao cirargica, € necessario um uso prolongado de
stent vaginal para manter a largura e a profundidade vaginal e prevenir a contracao
(RATHEE, et al., 2014; RAYA-RIVERA, et al., 2014; WANG, et al., 2017; VATSA, et

al., 2017; NODALE, et al., 2014).

Entretanto, o procedimento ndo cirdrgico mais utilizado é o método dilatador
de Franck, o qual envolve a aplicacdo de dilatadores vaginais. Estes dilatadores séao
colocados na cavidade perineal por pelo menos 20 minutos por dia. Por conta desta
abordagem nao ser invasiva e muitas vezes ser bem-sucedida, é recomendada
como terapia de primeira linha (MORCEL, et al., 2007). Por outro lado, o uso de
dilatadores tem criado problemas especiais, pois na epitelizacdo, as células da
uretra podem crescer sobre o dilatador, dificultando ou mesmo evitando sua

remocao (Atala, Anthony. U.S. Patent Application No. 10/258,771).
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Ao considerar esta perspectiva, € importante ter compreensdo de que a
malformacdo congénita tem profunda implicagcdo clinica ginecolégica para o
paciente. Devido a isto, atualmente tem-se procurado um meétodo eficiente e
adequado de um biomaterial, uma vez que nas ultimas décadas, os tratamentos de
primeira linha para a sindrome de MRKH, como a malha de pele e técnicas de
dilatacdo, sempre resultam em altas incidéncias de encolhimento, falta de
lubrificacé@o e dispareunia. Visando corrigir estes defeitos das técnicas, o tratamento
da agenesia vaginal objetiva permitir que mulheres tenham uma vida sexual
satisfatoria, desenvolvendo uma vagina funcionalmente normal. ldealmente, o
procedimento deve ser permanente, exigir o uso minimo de dilatadores e ser
minimamente invasivo sem deixar cicatrizes visiveis (ZHANG, et al., 2017; PANICI,

et al., 2015).

Em busca de melhorar a qualidade do biomaterial enxertado, Nodale e
colaboradores (2014), realizaram um estudo piloto no qual utilizaram tecido vaginal
autdlogo como material de enxerto para criar uma neovagina. Foi descoberto que o
epitélio formado se assemelhava as células originais, incluindo a capacidade de

produzir muco para lubrificacéo.

Pode-se mencionar também o estudo de Zhu e colaboradores (2013), os
quais avaliaram enxertos a partir da aplicacdo de biomateriais na reconstrucao
vaginal, sugerindo e demonstrando que esta técnica de engenharia de tecidos na
criacao de neovagina é ideal, sendo um procedimento seguro, eficaz e minimamente
invasivo, proporcionando uma funcdo sexual quase normal para pacientes

acometidas com a anomalia.
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Devido ao sucesso do método n&o cirdrgico utilizando dilatadores flexiveis
para a criagdo de uma neovagina, este € recomendado como uma abordagem
terapéutica inicial para a maioria das pacientes. Em caso de falha, aconselha-se a
realizacdo da cirurgia, sendo que as pacientes devem estar familiarizadas com
dilatadores, também necessarios no pos-operatério. Ainda de acordo com
Choussein, e colaboradores (2017), os resultados desta técnica néo cirargica foram
satisfatorios, com sucesso anatdmico e funcional em mais de 90% das pacientes
com MRKH e as mulheres descrevem esse meétodo como confortavel e

relativamente facil.

Panici e colaboradores realizaram um estudo selecionando pacientes com a
sindrome de MRKH, onde prepararam cultura primaria através de células de mucosa
vaginal. As pacientes submetidas a criagcdo do canal vaginal pela técnica de Abbe-
Mclndoe obtiveram sucesso na epitelizacdo com uso do dilatador (gaze com células
fixada ao dilatador), sugerindo que este se deve pela utilizacdo tecido autdlogo
transplantado. Por outro lado, as desvantagens se devem as terapias baseadas em
células que s6 podem ser realizadas em condi¢cdes de cultura apropriadas, o que
requer centros que tenham sofisticados laboratorios de cultura de tecidos (PANICI,

et al., 2015).

Contudo, a pesquisa realizada por Morcel e colaboradores, comparando
procedimentos néo cirdrgicos e cirdrgicos para a criagao de neovagina em mulheres
acometidas pela sindrome de MRKH demonstrou que o procedimento nao cirirgico
pelo método de Frank deve ser proposto como a primeira linha de terapia, conforme

recomendado pelo American College of Obstetrics and Gynecology.
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Por isso, a ideia de regeneracdo de tecidos através do processo de cultivo
celular autélogo € um paradigma atrativo a ser explorado. Assim, a reconstrucao
vaginal em pacientes acometidas pela MRKH pode ser realizada usando um
biomaterial associado com células do paciente através da engenharia de tecidos

(PANICI, et al., 2015; ZHANG, et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A utilizacao de células-tronco mesenquimais na regeneracao de tecidos gerou
uma onda de entusiasmo na comunidade cientifica, devido a suas perspectivas
terapéuticas (MA et al.,, 2015). Como a malformacdo congénita decorrente da
sindrome MRKH tem profunda implicacdo clinica, tem-se procurado métodos
reparadores mais eficientes e adequados com uso de diferentes biomateriais. Nas
tltimas décadas, os tratamentos de primeira linha para a sindrome de MRKH, como
a malha da pele e técnicas de dilatacdo resultaram em altas incidéncias de
encolhimento, falta de lubrificacdo e dispereunia, apesar do objetivo do tratamento
da agenesia vaginal permitir que mulheres tenham uma vida sexual satisfatoria,
atingindo vagina anatomicamente e funcionalmente normal. Idealmente, o
procedimento deve gerar solugcéao definitiva, exigindo o uso minimo de dilatadores e
ser minimamente invasivo, evitando cicatrizes visiveis (ZHANG, et al., 2017; PANICI,

et al., 2015).

Neste ambito, os resultados da presente pesquisa oferecem um método
alternativo como o uso de um biomaterial (PLGA/PI quimicamente modificado) em

associacdo as MSC para a reconstrucdo tecidual do epitélio vaginal.
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4. HIPOTESES

4.1 Hipotese alternativa

O biomaterial escolhido como mais apropriado, possui uma estrutura
adequada para suportar o cultivo e a proliferacéo das células HMV-II e das células-

tronco mesenquimais de forma eficiente.

4.2 Hipotese nula

O biomaterial escolhido como mais apropriado, conforme definido
previamente, ndo possui uma estrutura adequada para suportar o cultivo e

proliferacdo das HMV-II e das células-tronco mesenquimais de forma eficiente.
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5.0BJETIVOS

5.1 Principal

O presente estudo propde avaliar a capacidade de interacdo in vitro entre
células epiteliais e biomateriais, para posterior criacdo de neovagina com células-

tronco mesenquimais autdlogas, apresentando como método terapéutico alternativo.

5.2 Secundarios

- Avaliar por coloracdo de HARRIS em qual dos biomateriais houve maior

crescimento celular

- Escolha do biomaterial onde houve maior proliferacéo celular

- Avaliar o melhor tempo de crescimento celular em associacdo ao biomaterial

(cinética de crescimento)

- Avaliar se ha uma melhora com a hidratacdo prévia ou néo do biomaterial

- Avaliar a integridade do nucleo celular por coloracéo de DAPI

- Avaliar a capacidade das células produzirem muco, quando associadas ao

biomaterial através da coloracdo PAS.

- Avaliar a morfologia celular quando associada ao biomaterial por

microscopia eletrénica de varredura.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados indicam que a expansao da linhagem celular
HMV-Il e das células-tronco mesenquimais € totalmente suportada quando
associadas ao biomaterial PLGA PI quimicamente modificado. Este € o primeiro
estudo a relatar o uso de células-tronco adipoderivadas de humanos (hADSCs) co-
cultivadas a blenda polimérica (PLGA/PI) quimicamente modificada. Portanto,
supondo que a utilizacdo de células da mucosa vaginal autdlogas e que a via de
desenvolvimento e sinais de regulacdo das MSC para o tecido maduro seguirdo
sendo estudadas, a formacéo ex vivo de tecidos tridimensionais complexos para o
tratamento de doencas e danos parece ser possivel, e é diante deste contexto que a
engenharia de tecidos tém um grande potencial para avancar os esforcos quanto ao
seu uso na medicina regenerativa, abordando a necessidade clinica atual de
substituicdo de tecidos e fornecendo plataformas para investigar estratégias de

tratamento para estimular a regeneracao de tecidos.
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PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos nesta pesquisa foi possivel iniciar o registro de
uma propriedade intelectual, a qual encontra-se ja descrita, porém em processo de
revisdo, apresentando como alternativa de tratamento o uso de células epiteliais

associadas a blenda polimérica (PLGA/PI) guimicamente modificada.
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em Pesquisa.

- O3 pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de gualguer etapa do processo de avalicio de
seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa & Pds-Graduacio (GPFG)
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