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Introdugao

A isquemia critica dos membros inferiores (ICMI) se-

Os autores discutem aspectos clinicos e de tratamento convencional da isquemia critica
dos membros inferiores e consideram a possibilidade de tratamento com células-
-tronco autogenas de medula 0ssea para os pacientes que ja esgotaram, Sem Sucesso,
todos os meios de tratamento conhecidos. Comentam sobre o historico, as fontes, as
experiéncias animais e clinicas e, finalmente, apresentam sua experiéncia inicial com
seis pacientes, todos com indicagdo de amputa¢do maior ou menor. Em apenas um
paciente ndo foi possivel evitar a amputacdo. Além de otimos resultados, quanto a
supressdo da dor e cicatrizagdo de lesbes isquémicas, pode-se notar a auséncia de
quaisquer efeitos colaterais deletérios, sugerindo que a terapia celular é eficiente e
segura, demandando, porém, mais pesquisas e estudos randomizados para se tornar
uma terapia de uso corrente. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,31(Supl. 1):128-139.

Palavras-chave: Células-tronco, isquemia critica, células-tronco adultas; medula
ossea.

te (bypass), ou endarterectomias com ou sem remendo
(patch).’ As técnicas endovasculares com colocagao de stents
estdo em franco desenvolvimento e sdo usadas com fre-

cundaria a obstrugdo arterial cronica, ndo compensada por
circulagdo colateral adequada, manifesta-se por dor isquémica,
em repouso e/ou ulcera isquémica ou gangrena. Os portado-
res apresentam {ndice Tornozelo/Brago inferior a 0,5. Este
indice ¢ calculado dividindo-se a pressao arterial medida no
tornozelo por aquela do brago. O valor normal ¢ igual ou
maior que | e a sensibilidade para diagnéstico de doenca
arterial obstrutiva periférica (DAOP) chega a 99%.'2
Pacientes com ICMI devem ser tratados através de
revascularizagdo com enxertos autdogenos (veias safenas,
artérias radiais e outros). Enxertos sintéticos sao alternativas
de exceg¢do.** As técnicas usadas sdo as derivagdes em pon-

quéncia crescente.’

E grande a incidéncia de amputagdes por ICMI. Cerca
de 4 mil por 1 milhdo de pessoas/ano sofrerdo amputagdes
de grande porte.® No Brasil, seriam aproximadamente 860
mil pessoas/ano.

Além disso, pacientes com ICMI tém expectativa de
vida 25% menor® e, ap6s grandes amputagoes, 50%.7% A cau-
sa de morte ¢, principalmente, o infarto do miocardio. Ha
situagdes em que ndo se consegue a revascularizacdo: falta
de enxerto autogeno, falta de desague (run-off) para o enxer-
to ou, mesmo, falhas técnicas.

A terapia farmacologica, incluindo prostaglandinas,
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vasodilatadores e outros, mostra resultados pobres.”>'?

A terapia celular com células-tronco adultas (CTA)
surge como alternativa para esses casos, nos quais ja se
esgotaram todos os métodos de tratamento conhecidos.

O fato de ndo terem os problemas de ordem ética das
células embrionarias, de serem coletadas com relativa facili-
dade e em numero satisfatorio, prescindindo da cultura e
seus problemas, tem feito as CTA gozarem de certa preferén-
cia nos ensaios clinicos em andamento. Por outro lado, sdo
células embriologicamente mais evoluidas e, por isso, com
menor risco de desvios ontogénicos e efeitos colaterais.

Células-tronco adultas

Sdo células indiferenciadas que podem se renovar e
reproduzir indefinidamente e, sob certos estimulos, se trans-
formar em células especializadas de diferentes tecidos ou
orgaos. Isso se faz através da divisdo assimétrica, originan-
do uma célula comprometida com a diferenciagao e outra que
mantém as caracteristicas primitivas da célula original, re-
pondo o nimero de células indiferenciadas.

Baseados neste conceito, os pesquisadores comega-
ram a considerar a possibilidade do seu transplante para re-
compor tecidos destruidos por doengas, por traumas ou por
terapias agressivas. De fato, o transplante de células de me-
dula 6ssea tem sido feito ha mais de 40 anos para recompor
medulas destruidas por quimioterapia ou radiagdo e, dessa
forma, repor as células sanguineas, por exemplo, nas leuce-
mias e linfomas. (Figura 1)
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Figura 1
Histérico

O primeiro transplante de CTA em humanos foi feito
por Thomas em 1957 em gémeos univitelinos, para tratamen-
to de leucemia.'!

Na década de 60, pesquisadores descobriram que a
medula dssea contém, pelo menos, dois tipos de células-
-tronco: as hematopoéticas, que formam todos os tipos de
células sanguineas e endoteliais, e as células do estroma,

129

uma populacdo mista que pode gerar osso, cartilagem, gor-
dura e tecido fibroso e conjuntivo.

As CTA sido encontradas no figado,'? cérebro'® tecido
gorduroso' e medula ossea.'>!® Esta ultima ¢ a que apresen-
ta quantidade maior de células. Nos outros tecidos, as células
existem em pequena quantidade. Trabalha-se, por isto, no
desenvolvimento de técnicas de cultura que propiciem o
numero de células adequado para terapia. Este nimero, em
geral, chega a casa dos bilhdes.'”'8

Supde-se que as CTA permanegcam quiescentes (sem
se dividirem) nos tecidos que constituem seu habitat, até
que sejam ativadas por doengas, inclusive tumores, ou trau-
ma e, também, para fazer a reposic¢ao de células "gastas" no
organismo ao longo da vida, através da liberagao, no sangue
circulante, de células progenitoras (CP) que seriam mobiliza-
das para os locais onde se fizessem necessarias. Esta mobi-
lizagdo seria feita por substancias liberadas no local da le-
sd0." Seria, assim, uma espécie de "departamento de manu-
tencdo" que, com a idade, vai diminuindo sua intensidade de
atuacdo. De fato, ha trabalhos mostrando que as CP circulantes
diminuem com a idade.***'*

As CP agem na reparagdo de traumas do endotélio,
promovendo sua remodelagdo de forma a evitar a hiperplasia
fibromuscular,”?** embora alguns trabalhos sugiram que elas
tenham participagdo na sua formagdo, quando ndo ha uma
modulagdo adequada de sua a¢do.* Foi relatada a a¢do be-
néfica das CP no equilibrio do metabolismo lipidico*” e ob-
servou-se o aumento do seu nimero com a atividade fisica®®
e 0 uso de estatinas.?*3° Por outro lado, o numero de CP
diminui com o aumento dos fatores de risco® principalmente
com o diabete *> e com doenga isquémica cronica instalada.’

Quando a CTA, ndo diferenciada, se transforma na cé-
lula do tecido onde ela "reside", diz-se que houve uma dife-
renciagdo. Quando a CTA se transforma em tecido de outro
orgao, que ndo o seu, diz-se que houve uma transdife-
renciagao.

Com respeito ao desenvolvimento das células san-
guineas e endoteliais, parece que ambas tém o mesmo pre-
cursor: o hemangioblasto, que aparece precocemente no
embrido e, rapidamente, desaparece, apds o nascimento.*
Ontogenicamente, o hemangioblasto esta ligado no VEGFR-
2 (Vascular endothelial growth factor receptor-2).% Ratos
que ndo tém o VEGFR-2 apresentam um desvio patologico
tanto nas células hematopoéticas quanto na vasculatura.*®3’

Por outro lado, células VEGFR-2 positivas isoladas de
embrides geraram coldnias mistas hematopoético-
endoteliais quando em cultura unicelular.*® Estudos adicio-
nais mostraram que, apds o nascimento, células que tém os
marcadores de superficie CD 133, CD 34 ¢ VGFR-2 formam
um subconjunto de células na medula 6ssea, sangue perifé-
rico ¢ sangue do corddo umbilical que possuem atividade
funcional de hemangioblastos, pois sdo capazes de se dife-
renciarem tanto em células endoteliais quanto hemato-
poéticas.** Sao 25 células endoteliais progenitoras (CEP).
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Assahara et a/* foram os primeiros a descrever sua
existéncia na medula 0ssea e a sua participag@o na formagao
de novos vasos em adultos. Ja na década de 60, células
endoteliais circulantes (CE), derivadas das CEP, foram de-
monstradas em tubos de Dacron implantados em aortas de
porcos, coelho e cdo.*' Da mesma forma, CE foram demons-
tradas em dispositivos de assisténcia ventricular (coragdo
artificial).*?

As CEP podem formar novos vasos por trés mecanis-
mos; a) angiogénese — capilares que resultariam de brotos
originados de vasos ja existentes;* b) arteriogénese — apare-
cimento de vasos que estariam "adormecidos", embora al-
guns acreditem na possibilidade de neoformagao,* ¢) vasculo-
génese — formagdo de novos vasos ou remodelagdo dos ja
existentes.®

Parece que a arteriogénese ¢ 0 mecanismo mais eficien-
te para aumento da circulagdo (vinte a trinta vezes), enquan-
to a angiogénese aumenta (duas a trés vezes), e a vasculo-
génese ainda ndo foi adequadamente dimensionada.®

Estimulos especiais mobilizariam as CEP que poderiam
produzir simultaneamente a angiogénese e a vasculogénese,
imitando o processo embrionario. A arteriogénese (circula-
¢do colateral) seria produzida pelas variagdes no trauma de
atrito (shear stress), que liberariam substancias mobilizadoras
do endotélio e ativariam CEP circulantes.*

Os estimulos para a mobilizagdo das CTA sdo gerados
por substancias liberadas na zona isquémica (milieu
dependent) como o fator de crescimento endotelial - VEGF
(Vascular endothelial growth factor), fator de crescimento
dos fibroblastos — FGF (Fibroblast growth factor), citocinas,
quimiocinas angiopoietinas e outros.*

Outra possibilidade ¢ a de que as proprias CTA produ-
ziriam esses fatores de estimulo que concorreriam para a for-
macdo de novos vasos, inclusive estimulando células pro-
genitoras "residentes" na regido isquémica (atividade parA-
crina), concorreriam para a melhora do funcionamento do
endotélio dos vasos remanescentes e, ainda, promoveriam
sua vasodilatagdo.”#8 E provavel que haja uma associa¢io
desses varios mecanismos para que haja vasculogénese.

Recentemente, Dong et al.** demonstraram, em ratos,
que as células-tronco da medula 6ssea (CTMO) tém a capa-
cidade para produzir 6xido nitrico (NO), participando, atra-
vés de efeitos paracrinos, na infiltragdo dessas células atra-
vés da parede vascular. As CTMO poderiam influenciar no
didmetro e na permeabilidade vascular para invadir o tecido
isquémico. A terapia celular com CTMO induziria a vaso-
dilatacdo, levando a um aumento de fluxo para o tecido
isquémico melhorando a sua perfusdo. Na nossa observa-
¢do, ¢ o efeito mais notado, logo nos primeiros dias apds o
implante, com melhora de cor e temperatura e diminui¢ao da
dor isquémica.

As mudangas na permeabilidade vascular resultam na
deposi¢ao de gel de fibrina extravascular, fornecendo matriz
para a neoangiogénese.”
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A liberagao do gene da sintetase do 6xido nitrico endo-
telial (eNOS) promove a revascularizagio pos-isquemia, su-
gerindo que o 6xido nitrico liberado pela CTMO deve dispa-
rar numerosos sinais para o crescimento de vasos sanguine-
0s.%!

A ativagdo de eNOS nas CTMO ou nas células endo-
teliais progenitoras (CEP) constitui um caminho para melho-
rar a terapia celular em patologias que levam a disfungao das
CEP e eNOS,> como nos diabéticos.

O que, porém, parece bem definido ¢ que os fatores de
crescimento, as citocinas, quimiocinas, angiopoietinas e ou-
tros sdo imprescindiveis em todo o processo e estariam to-
dos englobados no sistema HIF (Hypoxia inducible factor),
tendo, cada um deles, diferentes variantes tanto na sua parte
ativa quanto nos seus receptores.®

Alids, € nesse conceito que se baseia a terapia génica,
que consiste na administragdo desses fatores por meio de
vetores virais ou, entdo, plasmideos. E de se esperar, para
maior eficiéncia, a associagdo das terapias génica e celular.
Na verdade ja ha trabalhos reportando esta associagao.’**%
Alguns deles sugerem, inclusive, a associag@o de dois fato-
res de crescimento, p.ex. VEGF, que formaria tubos endoteliais
muito permeaveis, ¢ FGF, que promoveria a formagao das
partes fibrosa e muscular.

O problema de a terapia génica ser mais complexa e
laboriosa, envolvendo riscos potenciais quando os vetores
sdo virais, bem como rea¢des adversas a substancias qui-
micas usadas no seu preparo ¢, ainda, de os fatores de
crescimento terem vida média muito curta, sera, certamente,
resolvido. E esperado também que as proprias células-tron-
co recebam marcagdes genéticas novas que ajudardo a tra-
tar as doengas, inclusive transportando fatores de cresci-
mento especificos para 6rgidos determinados.”” Em revisdo
recente, Araujo e colaboradores analisam a literatura sobre
o assunto.*®

Marcadores das células endoteliais progenitoras

As CEP sdo identificadas, basicamente, de duas manei-
ras: pela determinagdo, através de anticorpos monoclonais
especificos, de marcadores de superficie como o CD 34" (Cell
diferentiation), CD 133", VEGF e outros,* que déo as carac-
teristicas fenotipicas das células e, também, através de técni-
cas que utilizam as reagdes em cadeia de polimerase (PCR —
Polimerase chain reaction) e, principalmente, a RT-PCR
(Reverse transduction — PCR) através das quais se identifi-
cam as células pelo seu DNA.*

Importante, também, ¢ lembrar que as CEP podem ter
mais do que uma expressao genética de superficie: FVW
(Fator de Von Willebrand), CD 45, CD 14, E-selectine, CD133
e outros.*>** Também, alguns marcadores de superficie, como
0 CD 133*, deixam de se expressar, apds a transformagao em
células endoteliais, transformando-se em CD133- (CD 133
negativo).®
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A importancia dos marcadores ¢ que eles permitem se-
parar as células e acompanha-las, observando sua localiza-
¢do nos tecidos (homing) e, eventualmente, os diferentes
tempos até sua diferenciagao.

Experimentagdo animal com células-tronco na
isquemia periférica

Os resultados das experiéncias com células-tronco em
patologias do miocardio, doengas imunologicas, doencgas e
traumas neurologicos, diabete e outras sdo frequentemente
entusiasmantes em animais, mas nem sempre se confirmam
em humanos, nos quais as informagdes de sucesso variam
de nulas a excelentes.* Vamos nos limitar a rever as publica-
¢des sobre isquemia periférica.

Iba et al.* mostraram, em animais, que a inje¢do de
c¢lulas mononucleares humanas circulantes melhorava a den-
sidade capilar em modelos de membros isquémicos de ratos
atimicos, através de fatores angiogénicos, principalmente o
VEGEF e citocinas, e que anticorpos anti-VEGF inibiam a for-
macao de novos vasos, assim como a associagdo de poli-
morfonucleares ao extrato de células.

E importante, neste trabalho, a observagio de que a
injecdo de polimorfonucleares associada diminuia a agao dos
extratos de células mononucleares associadas a plaquetas
do sangue periférico humano, quanto ao aumento da perfusao
sanguinea. O mesmo acontecia quando se fazia incubagdo
prévia com anti-VEGF. Em um lote de pacientes, o sangue da
medula 6ssea continha cem vezes mais células CD34* do que
o sangue periférico. Ha autores que afirmam quinhentas ve-
zes.%' As células CD34" sdo potencialmente CEP (18%).

Quando o mesmo niimero de células mononucleares
eram injetadas (107 células), o efeito angiogénico das células
do sangue periférico corresponderia a cerca de 70% do efeito
das células mononucleares da medula 6ssea (fato confirma-
do por Yuyama®').

Um outro dado importante: o trabalho mostra que o
efeito angiogénico e a incorporagdo de células CD34" nos
capilares neoformados sdo nimero-dependentes (¢ neces-
sario um minimo de 10° células CD34"). Isto explica o esfor¢o
dos pesquisadores em injetar, em pacientes, nimero de célu-
las mononucleares acima de 108,

Em resumo, os polimorfonucleares diminuem e o anti-
VEGEF abole a agdo angiogénica das células mononucleares
associadas a plaquetas do sangue periférico; as células
mononucleares tém efeito angiogénico maior, ¢ este efeito
parece ser numero de células dependente.

Al-khaldi et al.®* demonstraram, em ratos, que a injegdo
de células do estroma da medula 6ssea humana em membros
isquémicos produzia neovasculogénese com aumento do flu-
X0 sanguineo e regeneragdo dos varios componentes mus-
culares.

Neste trabalho foram usadas células do estroma da
medula, que sdo pluripotentes. Entretanto, devido ao seu
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pequeno numero, estas células tiveram que ser cultivadas.
Inicialmente, cultivou-se o sangue da medula por sete dias
e, depois, descartaram-se as células hematopoéticas ndo
aderentes a um tipo de placa usada no processo de separa-
¢d0. As células aderentes eram do estroma. Elas foram
marcadas e cultivadas por mais trés dias e, entdo, dissolvi-
das em albumina bovina a 20%, em salina, ¢ injetadas no
compartimento muscular antero-medial do modelo de mem-
bro isquémico. Houve aumento do numero de vasos e do
fluxo sanguineo.

A cultura de células do estroma medular ¢ desejavel
devido ao fato de serem comprovadamente pluripotentes
(mais do que as células mononucleares). Entretanto, neces-
sita em torno de dez dias para ser realizada. Além disso, as
células do estroma tém uma facilidade maior de mutagao ge-
nética que torna necessario um controle maior, para evitar
neoangiogénese patologica e formagao de tumores. E dese-
javel que essa cultura seja aprimorada, mas, no momento, o
uso das células mononucleares autdégenas da medula se
mostra mais pratico e mais seguro.

Li et al.® injetaram células de medula 6ssea pré-estimu-
ladas por hipdxia ex vivo e notaram que a expressao de VEGF
e de diferenciacdo endotelial eram maiores do que as células
processadas em normoxia. Vé-se, neste trabalho, que os au-
tores partem do principio de que a acdo angiogénica das
células mononucleares da medula 6ssea ¢ um fato definitiva-
mente comprovado.

Os resultados melhorados com pré-estimulos por
hipoxia, entretanto, exigem cultura e, para serem considera-
dos como definitivos, necessitam ser repetidos por outros
autores. Nao estamos seguros de que o custo/beneficio seja
favoravel.

Também, trabalho mais recente mostra que a estimu-
lagdo das CEP com H,O, produzia maior efeito angiogénico
das CEP através do aumento da expressao do VEGF.* Por-
tanto, ao contrario da hipdxia, a hiperoxia seria o estimulo. Os
autores sugerem que este poderia, inclusive, ser um método
alternativo as técnicas de modificagdo genética, de dificil
implementagao.

Por outro lado, trabalhos recentes®>* mostram que a
oxigenioterapia hiperbarica libera CEP da medula 6ssea em
pacientes diabéticos e/ou com isquemia cronica. Estas CEP
sdo funcionalmente efetivas. Ocorre também um aumento
nitido de células com epitopo CD 34, que sdo da linha dos
hemangioblastos, que ddo origem a células hematopoéticas
e endoteliais.

A liberagdo das CEP da medula também ocorre por esti-
mulo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento (VEGF)
que ativam a 6xido nitrico sintetase (ONS) no estroma medu-
lar que, por agdo paracrina, gera o o0xido nitrico (ON), que
ativa a metaloproteinase da matriz MMP-9 (Matrix metalo-
proteinase-9), que libera a citocina Kit ligand que libera as
CEP. Estas CEP sao dirigidas para as zonas isquémicas por
mediacao da SDF-1x (componente do HIF — Hypoxia inducible
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factor). O receptor dos CEP ¢ a quimiocina CXCRY, da familia
CXC*

Baseados no conhecimento de que as células mesen-
quimais da medula podem secretar citocinas e outros fatores
de crescimento, Shintani et al.®® mostraram, em animais, que
a implantagdo de células mononucleares de medula 6ssea,
em membros isquémicos, também promove formagao de no-
vos vasos, com incorpora¢ao de CEP em capilares, e que a
concentragao de FGF, VEGF e citocinas aumentava nos teci-
dos do membro implantado.

Este trabalho foi o estudo pré-clinico de Yuyama® com
47 pacientes, citado adiante. E importante a confirmagdo de
que as CEPs realmente podem advir das células mono-
nucleares da medula 6ssea, mostrando a origem comum com
as células hematopoéticas ja comentadas atras.

Iwaguro et al.’” mostraram em ratos atimicos que a
injecdo de CEP heterologas marcadas com VEGF aumenta-
va a circulag@o mais do que em animais controle (injecao de
CEP sem VEGF). Seria um caso de associacdo de terapia
génica e celular. O VEGF ¢ incorporado as CEP do sangue
periférico por meio de adenovirus e os autores dizem que,
com isto, a dose de CEP necessaria era trinta vezes menor.
Se visarmos o objetivo pratico de administragdo em huma-
nos, a utilizacdo de CEP do sangue da medula 6ssea é mais
racional, pois este sangue contém cem a quinhentas vezes
mais células CD34" que o sangue periférico.*>! Um outro
obice diz respeito a vida média muito curta do VEGF e a
possibilidade de reagdes imunoldgicas ao adenovirus, do
tempo necessario para cultura e transferéncia genética e de
possiveis reagdes as substancias quimicas utilizadas em
todo o processo.

Silvestre et al.® demonstraram, em ratos, a importancia
da interleucina-10, um agente anti-inflamatério, na neo-
vasculogénese. A presenca de inflamagdo (ratos interleucina
negativos) favorecia a angiogénese enquanto a diminuigao
da inflamacao (ratos interleucina positivos) diminuia a
angiogénese pela regulagdo, para baixo, do VEGF. A presen-
¢a de inflamac@o, portanto, seria um fator positivo para a
neovasculogénese.

Estes dados poderdo ter utilidade pratica no sentido de
ndo se utilizarem anti-inflamatorios quando do tratamento de
isquemia critica com terapia celular ou génica.

Colledge et al.*” sugerem uma associagao entre doen-
c¢a 6ssea e doenga arterial, tendo as CEPs como protagonis-
tas e resumem sua agdo em trés fases: mobilizagdo, recruta-
mento e diferenciagdo. Destacam que, ainda, ha muito o que
aprender, particularmente sobre a fase de diferenciacao, in-
clusive, se existe a possibilidade de desdiferenciagio.

Experiéncias clinicas com células-tronco adultas
Como sequéncia do trabalho de Shintani,®® Yuyama et

al.*' publicaram, em 2002, sua experiéncia clinica, com 47 pa-
cientes nos quais fizeram randomizagdo (ndo duplo-cega).

Os pacientes eram divididos em dois grupos: 25 apresenta-
vam isquemia critica unilateral (grupo A) e 22, bilateral (gru-
po B). No grupo A foram injetadas células mononucleares da
medula dssea na perna com isquemia critica e soro fisiologi-
co na perna contralateral. No grupo B foram injetadas células
mononucleares da medula 6ssea em uma das pernas e célu-
las mononucleares do sangue periférico na outra.

Observou-se diminui¢@o da dor na maioria dos pacien-
tes de ambos os grupos injetados com células mononucleares
da medula dssea; estes pacientes também mostraram melhora
significativa do indice tornozelo/brago, da pressdo
transcutanea de oxigénio e, aos seis meses, a angiografia mos-
trou melhora notavel na circulagdo colateral em 27 dos 47 paci-
entes (15 no grupo A e 12 no grupo B). Em um paciente que
morreu de infarto do miocardio trés meses apds o implante, o
estudo histologico de fragmentos do gastrocnémico revelou
aumento grande da vascularizacdo (relagdo musculo/capila-
res), quando comparado com o membro em que se injetou
salina. A dor desapareceu em 22 pacientes (12 no grupo A e dez
no grupo B) e houve melhora da dor em repouso em 15 pacien-
tes (nove no grupo A e seis no grupo B). A amputacdo de
dedos foi evitada em 15 de vinte pacientes (oito no grupo A e
sete no grupo B). Houve melhora de ulceras isquémicas em
seis de dez pacientes (trés em cada grupo). O grupo de pernas
injetado com células mononucleares do sangue periférico
mostrou resultados menos significativos.

Este trabalho ¢ muito importante, pois foi o primeiro a
ter randomizacdo. Além disso, mostrou que ndo houve ne-
nhum efeito adverso (local ou sistémico), em até dois anos
de seguimento, apesar de um aumento transitorio da CPK.

Nos membros implantados com células mononucleares
da medula foi observado, nas bidpsias musculares, que célu-
las CD31" endoteliais expressavam Ki-67, proteina nuclear
que expressa atividade proliferativa, enquanto nas pernas
injetadas com salina ndo havia expressdo de Ki-67. Isto su-
gere que as injegdes intramusculares, por si s, ndo desenca-
deariam atividade proliferativa e, portanto, ndo desencadea-
riam angiogénese. Também nao se notou, nas pegas de
biopsias, a formagdo de osteoblastos, fibrose anormal ou
acumulo de células inflamatorias.

Outra observagdo importante: o tratamento prévio com
GCSF (Granulocyte-colony stimulating factor) pode aumen-
tar o nimero de CEP na medula e sangue periférico, mas,
segundo os autores, ndo foi usado neste trabalho porque
provoca leucocitose e hipercoagulabilidade. Além disso, €
muito grande o niimero de trabalhos experimentais (inclusive
do proprio autor)® que mostram efetividade da injeg¢do de
c¢lulas mononucleares da medula dssea sem o uso de pré-
tratamento com GCSF ou MCSF (Macrophage colony
stimulating factor).

Os autores afirmam que as CEP (fragdo CD34") produ-
zem os multiplos fatores angiogénicos (VEGF, FGF, angio-
poietinas, fragdo CD34") e formam vasos novos estaveis, o
que ¢ confirmado pelos resultados aos seis meses ¢ dispen-
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saria a administragdo adicional de VEGF e FGF ¢ angio-
poietinas. Esta seria, entretanto, uma linha de pesquisa dese-
javel.

O autor termina: "Assim, o transplante autologo de
células mononucleares da medula ossea poderia constituir
uma estratégia efetiva e segura para se conseguir a angioge-
nese terapéutica".

Yamamoto et al.** demonstraram que as CEP circulantes
estdo diminuidas em pacientes com isquemia de membros e
podem aumentar muito pelo implante de células mono-
nucleares de medula 6ssea e de sangue periférico autdgenas
produzindo efeito angiogénico. Os autores estudaram trés
fontes de CEPs: medula 6ssea, sangue periférico apo6s pré-
estimulagdo com GCSF e cordao umbilical. A medula 6ssea
foi a que apresentou o maior numero de CEP e a que deu o
melhor resultado clinico.

Kawamura ef al.”® informaram a preven¢do de amputa-
¢do em pacientes em hemodialise com ulceras isquémicas,
pelo implante de células mononucleares autdogenas do san-
gue circulante. Conseguiram evitar a amputagdo em 21 de 30
pacientes com indicagao.

O que chama a aten¢ao neste estudo € que 24 pacien-
tes eram diabéticos, mas 19 eram do tipo II. Apesar de serem
casos muito graves, 21 pacientes evitaram a amputagdo em
22 membros com indicagdo. Foram injetadas, em média, 4,2x107
células CD34", em 65 pontos. A fonte foi o sangue periférico
apos pré-estimulagao com GCSF.

Outros autores nao confirmam resultados tdo bons com
células do sangue periférico, mesmo apds estimulacdo com
GCSF e expansao por cultura ex vivo.’"9!

Outro ponto polémico ¢ a dose de GCSF usada: uns
usam 350 mg/dia nos quatro dias anteriores a coleta,”' outros
usam 600 mg/dia nos seis dias anteriores.”

Huang et al.”" indicaram as células-tronco autogenas
do sangue periférico como tratamento para isquemias graves
de membros inferiores de origem aterosclerética. Consegui-
ram evitar a amputagao e obtiveram melhora da dor em todos
0s cinco pacientes que trataram. Também usaram GCSF como
pré-estimulag@o e ndo notaram qualquer efeito adverso. Re-
sultados considerados como definitivos ja foram notados
aos trés meses.

Higashi et al.*® demonstraram que o implante de célu-
las mononucleares de medula 6ssea melhorava a vasodila-
tagdo dependente do endotélio em pacientes com isquemia
de membros inferiores, isto ¢, melhorava a performance do
endotélio dos vasos remanescentes.

Este trabalho ¢ importante porque mostra que o trans-
plante de células mononucleares da medula ossea, além de
seu potencial angiogénico, tem capacidade de melhorar o
desempenho do endotélio dos vasos em membros isquémicos.
Foram injetadas, em média, 1,6x10° células mononucleares,
com cerca de 3,8x107 células CD34", em sete pacientes.

A resposta do fluxo foi avaliada antes e ap6s o implan-
te das células mediante a administracdo de acetilcolina (vaso-

dilatador endotélio-dependente) e nitroprussiato de sodio
(vasodilatador ndo dependente do endotélio). A resposta a
acetilcolina (vasodilatador endotélio-dependente) foi muito
maior apos o implante das células, mas a resposta ao nitro-
prussiato ndo se alterava. Isto mostrava que as células da
medula 6ssea sensibilizavam o endotélio a vasodilatacao.

Yang et al.” reportaram o uso, com bons resultados, de
células-tronco do sangue periférico no tratamento de isquemia
dos membros inferiores em 62 pacientes. Do total, 34 eram
diabéticos; 54 pacientes (87%) obtiveram melhora da dor
isquémica em repouso em sete a trinta dias e cura de tlceras
de pés diabéticos em 16 casos.

Este artigo ¢ escrito em chinés e tivemos acesso ape-
nas ao resumo onde se nota:

+ Usaram sangue periférico;

* A pré-estimulagdo com GCSF, também aqui, variou
de 450 a 600 mg/dia, durante cinco dias pré-coleta;

¢ O niimero de células mononucleares foi 0,718 -
0,224 x10°%;

* O acompanhamento clinico-laboratorial deixa a dese-
jar (fez angiografia em apenas cinco pacientes);

* Nao detectaram nenhum efeito adverso local ou
sistémico, apesar de tratarem pacientes com etiologias di-
versas;

* Dezesseis, de quarenta pacientes (40%) com tlceras
isquémicas, melhoraram;

 Dois pacientes que apresentavam infarto cerebral pi-
oraram (seria a hipercoagulabilidade e granulocitose produ-
zidos pelo GCSE?).

Enfim, ¢ um trabalho para ser considerado com reser-
vas, apesar do grande numero de pacientes.

Ramirez et al.” apresentaram um caso de transplante
de células-tronco em paciente com isquemia critica de mem-
bro inferior e lesdo trofica, com excelente resultado apos 24
semanas (desaparecimento da dor e cicatrizagao de areas com
necrose). Apenas um paciente, publicado em Cuba, muito
parecido com os casos por nos tratados. Implantaram 1x10°
células mononucleares com 3,4x107 células CD 34" e obser-
varam melhora da dor ja em 72 horas. A melhora de todos os
parametros se manteve aos seis meses. Embora seja apenas
um paciente, o resultado ¢ altamente estimulante e se superpde
ao dos nossos quatro pacientes.

Nizankowski e colaboradores, na Polonia, apresenta-
ram dez casos de implantes de células mononucleares
autdgenas de medula 6ssea em dez pacientes, dos quais sete
puderam evitar amputacdes ja indicadas.”

A metodologia é praticamente idéntica a de Yuyama,®'
os resultados sdo excelentes (70% evitaram amputagoes) e
nao houve qualquer efeito adverso. Curiosamente, sete paci-
entes tinham tromboangeite obliterante e so trés tinham arte-
riosclerose obliterante. Utilizaram noventa inje¢des de 0,5 ml.
Em relagdo a doenga arterial inflamatoria, como tromboangeite,
Durdu S et al.” relatam o tratamento de 28 pacientes com
tromboangeite obliterante (TAO) classe II e I1I de Rutherford
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com células mononucleares autéogenas da medula 6ssea
(CMMO) em pacientes sem sucesso ao tratamento clinico ¢ a
suspensdo do tabaco com impossibilidade de revasculari-
zagdo cirargica. O trabalho mostra aumento do ITB > 0,15 em
oito pacientes aos trés meses € em 14 pacientes aos seis
meses. Observou a cicatrizagdo total das ulceras isquémicas
em 15 pacientes (83%) ¢ melhora em trés (17%). Houve ampu-
tacdo de halux em um paciente. Houve melhora da dor em
repouso em todos os pacientes com suspensao dos analgé-
sicos. Nao relata complicagoes em 16,6 meses de média de
acompanhamento. Apenas 40% suspenderam o tabaco apos
aterapia celular.

Jéa Takeshita” relatou regressao total da dor isquémica
em pacientes com TAO em 36% dos 11 membros tratados
com a terapia celular (células mononucleares autdgenas da
medula dssea), com cicatrizagdo completa em 88% (sete) dos
11 membros.

Este trabalho ¢ importante, pois mostra efeitos adver-
s0s, a longo prazo, com a terapia celular em metade dos paci-
entes tratados, como a morte subita, por causa nao determi-
nada, de um rapaz de 30 anos, apo6s vinte meses de terapia
celular. Um apresentou piora da tlcera com quatro meses e
outro da dor em repouso com oito meses. Outro paciente
desenvolveu uma fistula arteriovenosa no pé com sete me-
ses, com regressao espontanea ap6s um ano. O envolvimento
das artérias coronarias na TAO ¢ baixo, e o paciente que foi a
obito possuia a cintilografia miocardica normal. Ha estudos
mostrando a possibilidade de participagdo de CMMO (células
mononucleares da medula dssea) na aterogénese, como re-
porta Silvestre et al.,”” em seu artigo, que mostra aumento da
placa aterosclerdtica em ratos tratados com terapia celular.
Como ja foi dito, seria uma modulagio inadequada das CTA >

A formacao de fistula arteriovenosa nos leva a pensar
em possivel processo de diferenciacdo e proliferagao inde-
sejada. Em relacdo a piora tardia da ulcera isquémica, obser-
vou-se o mesmo padrdo angiografico desde o periodo de
melhora da tlcera, sugerindo outros motivos para a piora.

Devemos questionar se os mecanismos de agdo do
transplante celular nas doengas inflamatoérias sdo os mes-
mos da doenga aterosclerdtica. E por falta deste conheci-
mento que o autor deste trabalho sugeriu monitorizagao cui-
dadosa, a longo prazo, dos pacientes de doengas arteriais
inflamatorias que, no futuro, receberdo transplante de células
mononucleares autdgenas de medula dssea.

Nossa impressdo ¢ de que o sistema imunoldgico em
doengas vasculares inflamatorias pode ter reacdo diferente
da DAOP, com eventuais resultados adversos. Fazem-se ne-
cessarias, portanto, mais pesquisas ¢ observagao.

Além desses trabalhos citados, o Instituto Nacional
de Satde dos Estados Unidos™ tem 666 protocolos clini-
cos cadastrados em andamento, com uso de células-tronco
para tratamento de doencas hematoldgicas, autoinumes, car-
diacas, 0sseas, inflamatorias, sistema venoso cerebral en-
tre outros.
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Com relagdo as doengas vasculares, ha seis protocolos
clinicos em fase I, com uso de CTMO: um em pacientes com
claudicagdo intermitente incapacitante, quatro em isquemia
critica dos membros inferiores e outro no tratamento de
vasculite com uso da imunoablagdo, com posterior trans-
plante de células-tronco autégenas da medula ossea.

Vé-se, portanto, um grande interesse por esse tipo de
terapia em patologias diversas de areas diversas.

Nossa experiéncia

Em nossa Institui¢do, com autorizagdo da Conep (Co-
missdo Nacional de Etica em Pesquisa - Protocolo n°® 12277,
em 14/06/2006), realizamos o autotransplante de células-tronco
da medula 6ssea em seis pacientes que apresentavam obs-
trugdo de todas as artérias dos membros em questdo. Em
todos os casos havia indicagdo de amputagd@o menor ou mai-
or e sem possibilidades de revascularizagdo cirurgica ou me-
lhora somente com tratamento clinico.

Os critérios de inclusdo para o protocolo sdo os se-
guintes:

 Pacientes com isquemia critica, nos quais ja se esgo-
taram todos os meios de tratamento conhecidos e aplicados
com padrdes de otimizagao. Sdo pacientes que ndo tém ne-
nhuma artéria permeavel na perna para receber revascula-
rizagdo (sem run off). Se houver simultaneamente obstrugao
aortoiliaca, ela deve ser previamente tratada.

Os critérios para exclusao no protocolo sao:

 Diabéticos insulino-dependentes de dificil compen-
sacdo e ja com retinopatia proliferativa.

» Pacientes com evidéncia de neoplasias nos ultimos
cinco anos.

* Pacientes com mais de 80 anos

Apos analise destes critérios, os pacientes seleciona-
dos sdo submetidos a uma rigorosa analise clinica e labora-
torial. Sdo realizados:

 Avaliagdo vascular completa com determinagdo do
Indice tornozelo/brago (ITB);

* Avaliagdo clinica (nefrologica, pneumolégica e cardio-
logica);

* Avaliagdo oftalmologica;

* Pesquisa de marcadores tumorais para exclusdo de
possiveis neoplasias incipientes (CA 15-3, CEA, CA 125, CA
72-4, CA 19-9, alfafetoproteina, PSA, enolase, B-HcG,
calcitonina, tireoglobulina);

* Inventario laboratorial completo;

* Estudo com duplex scan das artérias dos membros
inferiores com determinagdo da velocidade sistélica de pico
e aferi¢do do indice de velocidade de pico tornozelo/brago;

* Estudo angiografico de aorta e artérias dos membros
inferiores;

* Cintilografia de perfusdo dos membros inferiores.

Estes pacientes, sem contra-indicagdes, sdo entdo
encaminhados ao centro ciriirgico e submetidos a coleta
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de células-tronco da medula 6ssea através de pungdes na
crista iliaca postero-superior, sob anestesia peridural com
cateter.

Utilizamo-nos dos servigos do laboratorio de terapia
celular da Instituig¢do, que participa do Estudo Multicéntrico
de Terapia Celular em Cardiopatias do Ministério da Satude,
em trés de seus quatro bragos. A técnica de preparagdo das
células mononucleares foi elaborada pela equipe de Terapia
Celular, método de isolamento de células mononucleares, uti-
lizando-se um meio de densidade (Ficoll).

Apds o processamento, no mesmo dia, as células mono-
nucleares sdo injetadas na musculatura da panturrilha dos
membros isquémicos através de uma grade demarcada com
quarenta pontos equidistantes, nos quais ¢ injetado 1 mL em
cada ponto. O total de células mononucleares injetadas ¢ de
aproximadamente 3,6x108.(Figura 2)

Realizamos acompanhamento diario de enzimas mus-
culares — creatino fosfoquinase (CPK) — até o sétimo dia e
curativos com adequada terapia antalgica. Em geral hd uma
elevagdo até o terceiro dia quando, entdo, regride rapidamen-
te ao normal. (Figura 3)
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Realizamos, ainda, a comparagao de perfusdo muscular
da perna antes e apo6s os procedimentos, através de cintilo-
grafia de perfusdo, e avaliamos a vascularizagdo local atra-
vés de arteriografias digitais pré e pos-procedimento. O prin-
cipio basico do estudo de perfusdo com radioisotopos ¢ a
relagdo de proporcionalidade da sua concentragao no tecido
estudado com o fluxo sanguineo regional. Utilizamos para a
realiza¢do do estudo o tragador Sestamibi (2-metoxi-isobutil-
isonitrila), marcado com 20 mCi do agente radioativo Tecnécio
99m. As imagens dos membros inferiores sdo adquiridas em
camara de cintilagdo Millenium MPR, com processamento
das imagens em estacao de trabalho Entegra. Sdo adquiridas
imagens de fluxo na projec@o posterior dos membros inferio-
res e, posteriormente, imagens de equilibrio tardias (até 20
minutos apos a injegdo), nas projecdes anterior e posterior
dos membros inferiores. Apos a aquisi¢ao, sdo estabelecidas
regides a serem estudadas e, entdo, feitas as analises visual
e quantitativa da captagdo do tragador nos membros inferio-
res bilateralmente. Sdo realizados um estudo basal pré-pro-
cedimento e estudos seriados ap6s os procedimentos. (Fi-
gura4)

Para comprovar a permanéncia das células-tronco nos
locais (tecidos) em que foram implantadas, realizamos a mar-
cacdo celular em algumas amostras injetadas e acompanha-
mos com métodos cintilograficos sua possivel migragao.
As células foram marcadas com Tecnécio 99 Tc 99 e HMPAO
(I-hexamethylpropylene amine oxime). Este Gltimo apre-
senta tropismo para c¢lulas neurais quando livres na cor-
rente sanguinea. Entretanto, quando associamos o Tc99
ligado as células mononucleares injetadas, permaneciam
gerando um foco importante de hipercaptagao na muscula-
tura da panturrilha, possivelmente devido a atragdo das
citocinas liberadas no foco isquémico. E isto se confirmava
enquanto se mantinha a vida média do Tecnécio99 (aprox.
48 horas).

Simultaneamente, sdo determinados o indice tornoze-
lo-braquial (ITB) e a velocidade sistolica de pico dos vasos
da perna através do duplex scan, que ¢ relacionado a veloci-
dade na artéria umeral. Ocorre um aumento de temperatura
local em todo 0 membro, com diminui¢do da dor logo nos
primeiros dias, confirmado pela resposta a escala numérica
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de dor, reduzindo as necessidades de analgésicos potentes
(Figura 5).

Os indices T/B e pico de velocidade sistdlica mostram
alteragdes ja no quinto dia, com um aumento importante, que
se mantém (Figuras 6 ¢ 7).

Também observamos um aumento substancial na
vascularizac¢ao da perna e pé no 30° dia, quando comparamos
as arteriografias digitais pré e pos-procedimento, inclusive
com visualizagdo de artérias de maior calibre, que ndo eram
visualizadas anteriormente (Figura 8).
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Esses dados se mantém, ap6s 15 meses de seguimen-
to, com cicatrizagao das lesdes e supressao total da dor em
repouso. Apenas em um paciente ndo conseguimos evitar
amputagdo, mas conseguimos baixar o nivel da amputagao
(perna), pois ja apresentava necrose praticamente total do
pé, previamente ao procedimento. Os demais cinco pacien-
tes atualmente estdo com as lesdes completamente cicatriza-
das e sem uso de analgésicos. (Figura 9)

Pelo que se conhece, até agora, a terapia celular repre-
senta, potencialmente, uma boa alternativa de tratamento para
isquemia critica dos membros inferiores. Obviamente, serdo
necessarias mais pesquisas e trabalhos randomizados e du-
plo-cegos para a consolidag@o deste conceito, que pode se
tornar extremamente valioso para pacientes portadores des-
se tipo de patologia.

Abstract

The authors discuss clinical aspects and conventional treatment of
lower limb critical ischemia and the alternative of therapy with

autogenous bone marrow stem cells in patients who have exhausted,

without success, all the current means of treatment. They comment
on the historical aspects, the sources, animal experiments, clinical
research and, finally, their initial experience with six patients, all of
whom had previous indication of major or minor amputation. For
only one patient amputation could not be avoided. In addition to
excellent results in pain relief and healing of ischemic ulcers, no
deleterious side effects were noted suggesting that this type of cell
therapy is safe and efficient although further research and
randomized studies are needed to make this a standard therapy.

Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,31(Supl. 1):128-139.

Key words: Stem cell; critical ischemia; adult stem cells; bone
marrow.
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