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RELATO DE CASO

Utilizacdo de ceélulas-tronco de medula 0ssea
para tratamento de isquemia critica
de membro inferior

Use of bone marrow stem cells to treat critical ischemic limbs

José Dalmo de Araujo, José Dalmo de Aradjo Filho, Emerson Ciorlin,
Oswaldo Tadeu Greco, Roberto Vito Ardito, Lilian Piron Ruiz, Milton Artur Ruiz*

Resumo

Relatamos o caso de um paciente masculino de 49 anos, portador
de oclusdo embdlica de todas as artérias da perna esquerda. Apds
multiplas e fracassadas tentativas de revascularizagdo e, também,
simpatectomia lombar em outros servigos, chegou a nés com indica-
¢do de amputacdo no nivel de perna. Propusemos o implante de célu-
las-tronco autdgenas de medula 6ssea na panturrilha. Obteve-se um
excelente resultado, com a supressdo da dor em repouso, melhora da
hipotermia e palidez, elevagdo do indice tornozelo/brago, da veloci-
dade sist6lica de pico, dos indices cintilograficos e angiogréficos e sen-
sivel melhora na granulagéo no local da amputacéo do quarto e quin-
to pododactilo.

Palavras-chave: Células-tronco, terapia regenerativa.

Introdugéo

Uma terapéutica regenerativa tem sido buscada ha
décadas. O uso de células-tronco adultas, iniciado ha
menos de uma década, é uma linha de pesquisa promis-
sora e em plena ebuli¢do no mundo todo.

Relato do caso

Paciente R. T. M., 49 anos, branco, masculino,
funcionario publico, natural de Campo Grande (MS).
Atendido em abril de 2005 com queixa de dor isquémi-
ca em repouso no pé esquerdo e necrose em coto de
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Abstract

We report on the case of a 49-year-old male patient who presented
with embolic occlusion of all left leg arteries. After multiple and
unsuccessful revascularization attempts and lumbar sympathectomy,
he was referred to us with an indication of amputation at the upper
third of the leg. We suggested implanting autogenous bone marrow
stem cells in his calf. Excellent immediate results were obtained with
suppression of rest pain, hypothermia and paleness, elevation of ankle/
brachial index, peak systolic velocities and scintigraphic and
angiographic indices. There was also a considerable enhancement of
healing at the amputation site of the fourth and fifth toes.

Key words: Stem cells, regenerative therapy.

amputacédo do quinto pododactilo. Os sintomas inici-
aram hé 6 anos e se intensificaram h4 8 meses, tendo
sido atendido por diversos especialistas. Foi submetido
auma arteriografia digital de aorta abdominal e artérias
dos membros inferiores (2004), que revelou um aneu-
risma trombosado de artéria poplitea esquerda, com
irrigacdo distal através de colaterais. N&o havia permea-
bilidade de nenhuma das trés artérias da perna. Ossinais
arteriograficos eram compativeis com aprisionamento
de artéria poplitea bilateral, em que se evidenciava o
desvio lateral de tais artérias, além da presenca do
aneurisma a esquerda (Figura 1).

Foi submetido anteriormente a varios procedi-
mentos terapéuticos, como ligadura do aneurisma de
artéria poplitea e embolectomia distal, simpatecto-
mia lombar a esquerda e amputagdo do quinto podo-
dactilo com debridamentos posteriores.
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Figural-

Aprisionamento de artérias popliteas, desvio lateral da artéria poplitea
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direita (seta) e trombose da artéria poplitea esquerda, que se apresentava
aneurismatica previamente (circulo)

Apresentava antecedentes de hipertenso arterial
sistémica, dislipidemia e tabagismo por 30 anos. Estava
em uso de inibidores da enzima conversora de angioten-
sina e, esporadicamente, estatinas.

Ao exame fisico, o paciente apresentava facies algi-
ca, com diminui¢do de temperatura em perna e pé
esquerdo, auséncia de pulsos distais a palpacdo bilate-
ralmente e indice tornozelo/brago (T/B) 0,85 a direita
e 0,40 a esquerda. Apresentava, ainda, necrose do coto
de amputagdo do quinto pododactilo esquerdo, expo-
sicdo Gssea da epifise metatarsiana e inicio de necrose do
quarto pododactilo.

Apos avaliagBes meticulosas do paciente, através de
diversos exames complementares para afastar neoplasi-
as ou doengas sistémicas, foi proposto o procedimento
de injecdo de células-tronco em panturrilha, na tentati-
va de se obter neovascularizago.

Foram obtidos, previamente, a aprovagéo da Co-
missdo de Etica em Pesquisa da instituicdo e o consen-
timento informado do paciente.

O procedimento consistiu, basicamente, em pun-
¢do e aspiracdo de 500 ml de sangue da medula dssea dos
0ss0s iliacos, com posterior processamento para isolar
células mononucleares.

A técnica de preparagdo de células mononucleares
foi elaborada pela equipe de terapia celular — método de
isolamento de células mononucleares, utilizando-se um
meio de densidade (Ficoll) —, baseando-se em diversas

referéncias bibliograficas consagradas’2, e, ent#o, foi
elaborado um protocolo operacional padrdo para 0s
procedimentos da equipe.

As células mononucleares foram injetadas na mus-
culatura da panturrilha esquerda através de uma grade
demarcada com 40 pontos equidistantes, nos quais foi
injetado 1 ml em cada ponto. O total de células mono-
nucleares injetadas foi de 3,6 x 108 (Figura 2).

Apos o procedimento, também houve a necessida-
de de amputacdo do quarto pododactilo esquerdo, com
debridamento local no mesmo tempo cirdrgico da
injecdo de células mononucleares. Foram realizados
acompanhamento diario de enzimas musculares — cre-

Injecédo de células-tronco em panturrilha (grade
com pontos marcados)

Figura 2 -
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atina fosfoquinase (CPK) — até o sétimo dia e curativos
com adequada terapia antalgica.

Realizamos, ainda, a comparacdo da perfusdo
muscular da perna antes e apés o procedimento,
através de cintilografia de perfusdo, e avaliamos a
vascularizacéo local através de arteriografias digitais
pré e pés-procedimento. O principio basico do estu-
do de perfusdo com radioisétopos é a relagdo de
proporcionalidade da sua concentracdo no tecido
estudado com o fluxo sangiliineo regional. No pre-
sente caso, foi utilizado para a realizagdo do estudo o
tracador Sestamibi (2-metoxi-isobutil-isonitrila),
marcado com 20 mCi do agente radioativo Tecnécio
99m. As imagens dos membros inferiores foram
adquiridasem camarade cintilagdo Millenium MPR,
com processamento das imagens em estagdo de traba-
Iho Entegra. Foram adquiridas imagens de fluxo na
projecdo posterior dos membros inferiores e, poste-
riormente, imagens de equilibrio tardias (até 20
minutos ap6s a injec¢do), nas projecOes anterior e
posterior dos membros inferiores. Ap6s a aquisicao,
foram estabelecidas regiGes a serem estudadas e,
entdo, feitas as analises visual e quantitativa da cap-
tacdo do tragador nos membros inferiores bilateral-
mente. Foram realizados um estudo basal pré-proce-
dimento e estudos seriados apds o procedimento.

Simultaneamente, eram determinados o indice T/B
e a velocidade circulatoria através do duplex scan, que
era relacionado a velocidade na artéria umeral. Nesse
estudo com duplex scan, foi utilizado um aparelho
Acuson XP-10, com transdutor linear de 7-10 MHz,
utilizando software para exames vasculares periféricos e
analisando-se os picos de velocidade sistélicaem pontos
definidos para realizar as comparagdes:

— na artéria braquial — 10 cm acima da prega do
cotovelo, na face medial;

— naartéria tibial anterior — 19 cm acima do pé;
— na artéria tibial posterior — 25 cm acima do pé;
— naartéria pediosa —a 17 cm do halux.

Inicialmente, obtivemos uma elevagdo da CPK
conforme esperado, devido ao procedimento em ques-
tdo com pungdes musculares, mas 0s niveis se normali-
zaram no quinto dia (Figura 3). Houve, ainda, aumento
de temperatura local em toda a perna esquerda, com
diminuicdo da dor logo nos primeiros dias, reduzindo
as necessidades de analgésicos potentes.

Os indices T/B (Figura 4) e pico de velocidade
sistdlica (Figura 5) mostraram alteracGes ja no quinto
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dia, com um aumento importante, que se mantém até
0 momento.

Ja no décimo dia ap6s o procedimento, obtivemos
uma melhora significativa nos padrfes perfusionais
cintilograficos, comincremento relativo médio de 51,6%
da quantificagdo entre os estudos pré e pos-procedi-
mento. Esse incremento se manteve no controle no 35°
dia pds-procedimento (Figura 6).

Também observamos um aumento substancial na
vascularizacdo da perna e pé esquerdo no 30° dia,
guando comparamos as arteriografias digitais pré e pds-
procedimento, inclusive com visualizagéo de artérias de
maior calibre que ndo eram visualizadas anteriormente,
agora perfundidas por colaterais (Figura 7).
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Esses dados se mantém, ap6s 7 meses de segui-
mento, com cicatrizacdo completa da lesdo e supres-
sdo total da dor em repouso (Figura 8).

Discussao

Ainda néo se conhece 0 mecanismo pelo qual as
células mononucleares da medula possam produzir
NoVoS vasos.
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Figura 7 -

A) Arteriografia pré-procedimento; B) arterio-
grafia pos-procedimento

Aventa-se a hipotese de que seriam células
progenitoras endoteliais, que, uma vez na corrente
sangliinea, seriam mobilizadas por substancias
liberadas nazona isquémica (milieu-dependent)3, que
poderiam ser fatores de crescimento endoteliais
(vascular endothelial growth factor), fatores de
crescimento dos fibroblastos (fibroblast growth factor),
citoquinas, angiopoietinas e outros®.

Outra hipdtese é de que essas células-tronco
possuiriam, elas mesmas, esses fatores de crescimen-
to que concorreriam para a formacao de novos vasos,
inclusive estimulando células progenitoras “residen-
tes” na regido da isquemia (agdo paracrina). Ainda
uma terceira hipotese sugere que as células-tronco
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Figura 8 -

Evolucéo da gangrena do pé

melhorariam o funcionamento do endotélio dos va-
sos remanescentes na regido doente, e este endotélio
secretaria fatores de estimulo a criacdo de novos
vasos®. Tem-se como possivel e até provavel uma
associagao dessas trés hipdteses.

Esses novos vasos (neovascularizacio) se formariam
de trés maneiras:

a) Angiogénese — capilares que resultariam de brotos
que se originariam de vasos ja existentes e seriam
produzidos pelos fatores j4 citados®:

b) Arteriogénese —aparentemente, a partir da ativagao
de vasos “adormecidos”, embora alguns acreditem
na possibilidade de neoformaco, a arteriogénese
seria estimulada pelas variaces no shear stress’;

c) Vasculogénese —formagao de novos vasos ou remo-
delagdo de vasos ja existentes, por células progeni-
toras que seriam mobilizadas pela isquemia8.

Parece que a arteriogénese é 0 mecanismo mais
efetivo no aumento da circulacdo (20 a 30 vezes),
enquanto a angiogénese aumenta duas a trés vezes, e
a vasculogénese ainda ndo foi adequadamente di-
mensionada®.

No nosso caso, conseguimos detectar um significa-
tivo aumento na circulacdo por meios indiretos; indice
T/B, que aumentou de 0,4 para 0,7; indice de velocida-
de sistdlica de pico, que foi de 0,22 para 0,396 m/s; por
cintilografia, que mostrou aumento de mais de 50%;
pela supresséo da dor em repouso, antes intensa; e,

finalmente, pela melhora na granulagdo e cicatrizagdo
da Ulcera isquémica resultante da desarticulagdo do
quarto e quinto pododactilo, além da melhora na
coloragdo e temperatura da perna e do pé.

A angiografia feita no 30° dia pos-operatério mos-
trou um consistente aumento da rede vascular. Teve-se
0 cuidado de fazer o exame pré e pds-operatério com
técnicas idénticas, injetando-se a mesma quantidade de
contraste e com amesma pressao. As comparagdes eram
feitas entre exposi¢des com tempo igual, 0 que era
confirmado pela densidade igual dos troncos arteriais
maiores. Mediante uma quadriculagdo da chapa radio-
grafica, contavam-se 0s vasos em cada quadro.

Nosso paciente era relativamente jovem e ndo apre-
sentava sinais de doenca aterosclerética. Ele sofreu
embolizagdo periféricaa partir de aneurismasecundario
aaprisionamento da artéria poplitea, com obstrucéo de
todas as artérias da perna e necrose do quarto e quinto
pododactilo. As injecOes de células-tronco foram feitas
diretamente na panturrilha, por duas razdes: porque a
eficiéncia seria maior (maior concentragéo local), e 0s
eventuais efeitos colaterais seriam menores do que se
houvesse inje¢éo sistémica.

Os resultados sdo muito animadores, mas, obvia-
mente, ha necessidade de um nimero maior de casos e
randomizagéo. Os resultados no tratamento da miocar-
diopatia isquémica sdo muito positivosi®-12, e naisque-
mia de membros ha um volume muito grande de
trabalhos experimentais*13-17 e trabalhos clinicos>18-23,
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mostrando resultados muito promissores. Nos traba-
Ihos, tanto clinicos quanto experimentais, chama-se a
atencgdo para possiveis efeitos colaterais, como forma-
¢do de tumores, agravamento de retinopatia prolifera-
tiva e formacéo de angiomas, embora nenhum relato de
caso com esse tipo de complicacdo tenha ocorrido.
Apesar disso, 0 protocolo sugere a pesquisa prévia de
marcadores tumorais e estudo prévio do fundo de olho.
Pesquisam-se também as dislipidemias que suposta-
mente tornariam pior o funcionamento do endotélio,
assim como o diabetes de dificil controle e a idade. A
idade avancada comprovadamente diminui as células
progenitoras circulantes, que vivem num processo de
reconstrucdo permanente dos tecidos, e esse processo
enfraquece com a idade®.

Depois que se conseguir provar a seguranga e a
exequibilidade, deve-se passar para estudos rando-
mizados e duplos-cegos, para, entdo, obter conclu-
sdes mais consistentes.
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