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RESUMO

Objetivo: Avaliagdo da seguranga e eficacia do uso de células
progenitoras autélogas da medula 6ssea (CMMO) no tratamento
da Osteonecrose da Cabega Femoral (OCF) de pacientes portado-
res de anemia falciforme. Métodos: Foram estudados 8 pacientes
portadores de anemia falciforme, com OCF nos estagios | e |l
(classificacao de Ficat e Arlet). As CMMO retiradas da crista iliaca
posterior foram concentradas e reinfundidas na area central da os-
teonecrose. Os principais parametros avaliados foram seguranga,
sintomas clinicos e progressao da doenca, através da avaliagéo cli-
nica (Harris Hip Score) e radiologica. Resultados: A maior parte dos
pacientes (7 em 8) referiu melhora dos sintomas apdés o tratamento.
Nao houve complicagbes durante o procedimento anestésico e
cirtrgico. A medida do escore (Harris Hip Score) no pré-operatério
foi 78,5 +/- 6,2 pontos, com aumento significativo destes valores
no poés-operatorio (98,3 +/- 2,5 pontos) (p< 0,001). As avaliagoes
radiogréficas e os parametros celulares foram favoraveis. Conclu-
sédo: O implante autélogo de CMMO parece ser seguro e eficaz no
tratamento dos estagios iniciais da OCF em pacientes falciformes.
Embora os resultados iniciais sejam promissores, sua interpretagao
¢ limitada pelo nimero de pacientes avaliados e o periodo curto
de duracao do seguimento pos-operatorio. Necessita-se estender
0 grupo em estudo e os parametros celulares avaliados.

Descritores: Osteonecrose; Doenca falciforme; Transplante auto-
logo,; Células da medula éssea; Células-tronco.
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INTRODUGAO

As hemoglobinopatias falciformes incluem uma variedade de do-
encas caracterizadas pela presenca da hemoglobina S (HbS).
Entre os afro-descendentes do novo mundo, o gendtipo hetero-
zigoto atinge 10% nos EUA, mais de 6% no S-SE do Brasil, e até
15,7% no Estado da Bahia™. A homozigose da mutagao (HbSS)
ou a associagdo com outras hemoglobinopatias, em particular
com HbC (HbSC), gera uma doenga devastadora e cronica, as-
sociando uma anemia grave a doenga vaso-oclusiva sistémica,
com a progressiva degeneragéo de vasos sanguineos. No siste-
ma Osteo-articular, uma das mais graves manifestagdes da doen-
ca falcémica é a osteonecrose, mais frequentemente observada
na cabeca femoral.

SUMMARY

Purpose: To assess the efficacy and safety of autologous bone-
marrow mononuclear cells (BMMC) implantation in necrotic
lesions of the femoral head in patients with sickle cell disease.
Methods: We studied eight patients with stage-| or -Il femoral
head osteonecrosis according to the system by Ficat and Arlet.
BMMCs were harvested and re-infused into the necrotic zone.
The primary endpoints studied were safety, clinical symptoms
and disease progression, these being assessed according to
the Harris hip score (HHS) and to X-ray studies. Results: After
eight months, seven of the eight patients reported improvement
from symptoms. There were no complications during anesthetic
and surgery procedures. There was a significant postoperative
increase in the HHS (98.3 +/- 2.5 points) compared to preop-
erative HHS (78.5 +/- 6.2 points) (p< 0.001). X-ray evaluation
and cell parameters were found to be favorable. Conclusion:
The autologous bone-marrow mononuclear cells implantation
seems to be a safe and effective treatment for early stages of
femoral head osteonecrosis in patients with sickle cell disease.
Although promising, the interpretation of these early results is
limited due to the small sample and to the short duration of
follow-up. Further studies and advanced cellular assays are
required to confirm the results.
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A osteonecrose da cabega femoral incide em 10% a 30% da po-
pulagéo falcémica®. Sem tratamento especifico, a diminuigéo
do fluxo sanguineo na cabecga femoral provoca degeneragdo
na arquitetura trabecular, colapso do osso subcondral e artrose
secundaria, em até 70% dos casos®. Estas complicagbes tardias
requerem intervencéao cirdrgica como a artroplastia, que além de
ser um procedimento invasivo com indices altos de morbi-mor-
talidade, apresenta resultados insatisfatérios em até 50% dos
pacientes falciformes apds 5 — 10 anos®. Como a osteonecrose
da cabega de fémur ocorre principalmente em individuos jovens,
prefere-se um tratamento que preserve em vez de substituir a ca-
beca do fémur, sempre que possivel. Entretanto, ndo existe uma
técnica disponivel completamente satisfatéria para o tratamento
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dos estagios iniciais da osteonecrose femoral, o que representa
um desafio aos ortopedistas.

A medula 0ssea aspirada da crista iliaca contém células progeni-
toras mesenquimais, com potencial osteogénico e condrogénico,
além de células progenitoras endoteliais, capazes de contribuir com
vasculogénese e angiogénese, providenciando o reparo vascular.
Estes atributos foram explorados por varios grupos que desenvol-
veram estudos experimentais e clinicos empregando o implante
autélogo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) na
cicatrizacao, recuperagéo da citoarquitetura éssea e regeneragao
do fluxo sanguineo local de tecidos lesionados e isquémicos®.
Estudos clinicos prospectivos recentes do tratamento da osteone-
crose femoral pelo implante autdlogo de CMMO e descompressao
percutanea mostraram resultados eficazes e seguros. Dentre as di-
versas etiologias que contribuem para esta patologia, os pacientes
falcémicos apresentam os melhores progndsticos para a terapia,
com indice menor que 5% de insucesso recorrendo a artroplastia
de quadril apds 8 anos®).

A evolugédo do quadro clinico geral da anemia falciforme e, mais
especificamente da osteonecrose femoral, depende do perfil da
mutagdo génica que a causa, € do padrao dos habitos sociais,
alimentares e sanitarios da populacéao envolvida®. O objetivo do
nosso trabalho é avaliar a exequibilidade, seguranca e eficacia do
tratamento da osteonecrose femoral pela descompressao percu-
tanea e implante autélogo de CMMO em pacientes falciformes no
estado da Bahia.

MATERIAIS E METODOS

Selegao dos pacientes.

Entre marco e setembro de 2006, 8 pacientes foram submetidos ao
procedimento de implante autélogo de células mononucleares de
medula éssea, segundo a técnica descrita por Hernigou e Beauje-
an®. Foram considerados elegiveis para o estudo os pacientes com
doenga falciforme recebidos nos ambulatérios de hematologia do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES, UFBA) e da
Fundagao Hemocentro da Bahia (HEMOBA), Salvador, BA, Brasil,
que apresentaram osteonecrose da cabeca do fémur no estagio
[, I 'e Il de acordo com o sistema de classificagao radiografica
de Ficat et Arlet ou A, B ou C da classificagao de Steinberg"”
(Tabela 1), e com um minimo de 20 pontos no questionario sobre
dor e atividades da vida diaria!?.

O diagnéstico da OCF foi estabelecido pelas imagens radiogréaficas
no plano anteroposterior e latero-lateral ou imagens de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) procurando definir as seguintes caracte-
risticas: presenca de colapso da cabega femoral; presencga de faixa
de esclerose na cabeca femoral; sinal da crescente; duplo sinal
na ressonancia magnética em T2; cisto ou esclerose na cabeca
femoral; dor no quadril a atividade; foco de baixa intensidade em
T1 (Tabela 1).

Ressonéancia

Dor Radiologia L.
magnética

Estagio | + Normal +

Alteracdes no trabeculado

Estagio Il + 06sseo com areas de +
esclerose ou osteolise
Fratura osteocondral com
Estagio Ill + formacgé&o de sequestro e +
achatamento da cabeca
EstagioIV| + LesBes avancadas +

Tabela 1 - Classificagao de Ficat et Arlet('” e Steingberg”

Foram excluidos do protocolo com terapia celular os pacientes nos
estagios IV de Ficat e acima de C na classificacao de Steinberg;
portadores de infeccéo éssea no membro atingido pela necrose;
presenca de cirurgia prévia no mesmo membro da leséo; pre-
senca de doencga neoplasica, ou de outra patologia que pudesse
inviabilizar a terapia; condicoes clinicas que contra-indiquem o
procedimento.

O protocolo utilizado no presente trabalho foi aprovado pela Co-
misséo de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira,
(HUPES, UFBA) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP). Todos os pacientes participantes assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo
Comité de Etica Institucional.

Caracterizagao dos pacientes

A Tabela 2 apresenta a estratificagdo dos dados relativos aos
pacientes avaliados distribuidos em relagao ao sexo, idade, peso
e diagndstico.

Os ensaios hematolégicos dos pacientes foram realizados em
aparelho automatico Coulter T 890. O diagnéstico da doenca e
o perfil de expressao de hemoglobinas nos pacientes falciformes
foram confirmados pelo método de eletroforese em fitas de acetato
de celulose, pH 8,4 e eletroforese em agar-citrato, pH 5,3 (Harris
Hip Score)9.

Paciente Diagnostico idade Sexo Peso Data do procedimento | Estadio OCF-Ficat et Arlet
1 SC 15 F 51 31.03.06 1
2 SS 34 M 68 31.03.06 0
3 SS 45 F 50 31.03.06 2
4 SS 35 F 53 12.04.06 2
5 SC 30 F 70 07.07.06 0
6 SC 42 M 70 14.07.06 1
7 SS 48 F 60 25.08.06 1
8 SS 15 F 66 01.09.06 0

Tabela 2 - Epidemiologia dos pacientes operados
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Coleta e processamento de células da medula 6ssea.

Aproximadamente 100 ml de medula 6ssea foram obtidos por
puncao e aspiragao da crista iliaca posterior dos pacientes, sob
anestesia geral, no Centro Cirlrgico do HUPES-UFBA. O aspirado
filtrado foi processado no separador de células SEPAX, (Biosafe,
Suica). As células mononucleares (CMMO) isoladas e purificadas
em gradiente de Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Biosciences)
(d=1,077 g/mL) foram ressuspensas em volume final (~25 ml) de
solugéo salina fisiolégica com 5% de albumina sérica humana e
acondicionadas para injecao. Uma pequena fragao da suspensao
celular foi separada para ensaios de imunofenotipagem, viabilidade
celular e ensaios microbioldgicos.

Fenotipagem celular e controle de qualidade.

A viabilidade das células infundidas, verificada por excluséo
de Azul de Trypan, foi superior a 95%. O estudo da presenga
de eventuais contaminantes microbiolégicos, monitorados por
hemocultura e testes microbiolégicos tradicionais, apresentou
resultados negativos.

A identificacdo e quantificacdo de populagdes leucocitarias
na fracao de CMMO foram avaliadas por citometria de fluxo. A
expressdo de proteinas marcadoras de superficie caracteristica
das linhagens celulares foi analisada por anticorpos monoclonais
anti-CD34 (células progenitoras hematopoiéticas pluripotentes)
acoplado com ficoeritrina e anti-CD45 (pan-marcador de leucoci-
tos) acoplado com PerCp (Becton Dickison). Anticorpos murinos
de mesmo isétipo foram empregados como controle. Vinte mil
células marcadas foram adquiridas e analisadas em Sistema de
Citometria de Fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) e programa
CellQuest e WinMDI v 2.8.

Descompressao da osteonecrose e enxerto de células pro-
genitoras autélogas

A descompressao foi feita através da transfixacdo percutanea e
6ssea utilizando-se agulha trefina (diametro 3 mm). O procedimen-
to foi previamente planejado com uso das imagens de RMN, e o
posicionamento da agulha na area da cabega femoral monitorado
por radioscopia. Apds a descompressao, a fragdo concentrada
de CMMO foi infundida na area de osteonecrose com auxilio de
um pequeno trocar. Cada paciente recebeu uma infusao das
CMMOs na area central da osteonecrose, atraves, normalmente,
de apenas uma perfuragédo para injecao. O extravasamento da
fracdo de CMMO infundida foi evitado por um pequeno tampao
sanguineo local.

Avaliacao Clinica e Radiografica

Os pacientes foram avaliados no pré-operatério e no pés-opera-
torio apds trés e seis meses, ou quando necessario. A avaliagao
da dor, funcéao, amplitude de movimento articular e deformidades
ocorreram segundo o escore sugerido por Harris('? que atribui uma
escala de pontuagao de 0-100 a estes parametros. A fungéo do
quadril foi classificada de acordo com o Harris Hip Score, como
excelente (91 a 100 pontos), bom (81 a 90 pontos), moderado (70
a 80 pontos) e insuficiente (< 70 pontos).

Foram avaliadas as radiografias do quadril no pré-operatorio,
no pbs-operatédrio imediato e a cada trés meses para examinar
0 tamanho da leséo, a presenca de sinais indicativos de edema
medular e alteragbes degenerativas, conforme Tabela 1.

Analise Estatistica

O teste t pareado para analise de variancias foi empregado para
determinar a significancia das diferengas observadas entre os
valores do Harris Hip Score pré- e pos-operatério. Foram consi-
derados significativos, valores de p <0,05. Os coeficientes de
correlagao entre os resultados das avaliagoes clinicas e os fatores
celulares foram determinados através do teste de correlagao de
Spearman.
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RESULTADOS

Nenhum dos pacientes apresentou altera¢des na saturacao de oxi-
génio, pulso, presséo sanguinea, fratura intertrocantérica ou outras
complicagbes durante o procedimento anestésico e cirdrgico. A
duragao media do procedimento foi de 2,5 (1,5 - 4)h. Ainjecéao da
fracdo de CMMO ocorreu aproximadamente 1,5 h apés a coleta
da medula 6ssea. Nao se observou infecgao, hematomas ou dor
cronica no local da injegao da fragao de CMMOs.

Avaliacéo Clinica e Radiografica

No exame pré-operatério, a maioria dos pacientes apresentou
dores acentuadas, e no pdés-operatério, 7 pacientes relataram
auséncia de dor apos trés meses do procedimento. Os resultados
do questionario apresentaram um Harris Hip Score médio no pré-
operatério de 78,5 +/- 6,2 pontos. Apos 3 e 6 meses o indice médio
associado foi 98,3 +/- 2,5 pontos. Os escores do questionario
foram significativamente melhores no pds-operatério (p<0,001 -
teste t pareado) (Tabela 3). Esta diferenca significativa indicou uma
recuperacao favoravel das fungdes do quadril, diminuicao da dor
e elevacado da qualidade das atividades diarias destes pacientes,
apesar do nimero relativamente limitado de casuistica.

Paciente | Pré-Operatorio | Pés-operatério | Avaliacdo tempo

1 86 100 6 meses
2 72 96 6 meses
3 72 96 6 meses
4 78 100 6 meses
5 71 94 4 meses
6 86 100 4 meses
7 87 100 4 meses
8 76 100 4 meses

Media 78,5 98,3

?:ZV 6.2 2,5

Tabela 3 - Pontuagdo obtida no questionario Harris Hip Score no pré e pds-
operatério.

Os resultados referentes ao aspecto radiogréfico foram menos
significativos do que os resultados clinicos. Nos pacientes cuja
evolugao clinica foi favoravel, os quadris foram radiograficamente
estaveis, sem progressao ou regressao patente do tamanho da
lesdo. Nao houve correlagao estatisticamente significativa entre o
estagiamento radiografico e o Harris Hip Score, devido, principal-
mente, ao nUmero da amostra e periodo relativamente curto de
avaliagao pds-operatoria.

Satisfacao do Paciente

No grupo de oito pacientes, todos que apresentaram resultados
satisfatérios relataram contentamento com o procedimento e
revelaram que se submeteriam ao procedimento de novo, caso
necessario, no outro lado do quadril. 75% dos pacientes relataram
diminuicao no consumo de medicagao analgésica apds o proce-
dimento. 12,5% dos pacientes relataram limitagdes moderadas
ou minimas nas atividades diérias, apds 3 meses transcorridos o
procedimento.

Andlise da fracado de CMMO infundida

Dois parametros foram avaliados diretamente na fragdo de CMMO
purificada: 1) a contagem de células nucleadas (o nimero de
leucdcitos totais por 1,0 mL de aspirado medular re-infundido);
e 2) a prevaléncia de células Cd34*/Cd45°" por 10° células nu-
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cleadas totais. A quantificagdo do nimero de células mononucle-
ares expressando os antigenos CD34*/Cd45"°" foi considerada
representativa do nimero de células progenitoras pluripotentes
implantadas, por correlacionar-se positivamente com o nimero de
células hemangioblasticas progenitoras e com a regeneragao de
tecidos tratados, de acordo com a literatura®. Além destas células
progenitoras, a populagao de células nucleadas da medula 6ssea
também contém células mesenquimais osteoprogenitoras e outras
células mononucleares, algumas das quais podem ser fonte de
citocinas angiogénicas e osteogénicas, com relevancia clinica. Os
resultados com o nimero de leucécitos totais infundidos e a freqién-
cia de células progenitoras estéo apresentados na Tabela 4.

Leucdcitos Leucc’ngitos Concentragéo . \
Paciente| totais in fLOr::iIZos de CD34"/ CD)::’L; (;S/igf "

x 10 /mL X 10% /kg CD45"" (%)

1 12,8 7,5 2,13 5,3

2 29,4 13,0 4,72 20,4

3 31,9 19,1 1,28 8,1

4 9,4 5,3 2,68 4,7

5 12 51 1,90 3,2

6 12 51 1.08 1,8

7 11,8 5,9 3,26 6,4

8 11,8 5,4 2,04 3,6

Tabela 4 - Concentracdo de leucdcitos totais e da sub-populagéo de células
progenitoras infundidos na OCF.

Um volume médio de 120 mL de medula 6ssea foi aspirado da
crista illaca posterior de cada paciente. O nimero de leucocitos
totais obtidos na fragéo concentrada de CMMO variou de 9,4 - 31,9
milndes de células/mL, com média de 16,4 +/- 8,8 milhdes/mL.
Nao foi possivel estabelecer correlagéao linear perfeita entre o
numero total de células nucleadas e o sexo, peso e o Harris Hip
Score pré-ou pos-operatério. Observou-se uma fraca correlagao
entre o numero total de células mononucleadas e a idade dos
pacientes (teste de Spearman, r = 0,30) e o nUmero total de cé-
lulas CD34*/Cd45°" purificadas (r = 0,69). O numero total médio
de células CD34+/Cd45°" infundidas foi 0,41 +/- 0,4 milhdes de
células, variando de 0,13 a 1,4 milhdes. Nao se observou nenhuma
alteragao na prevaléncia de células progenitoras com o aumento
da idade (r = 0,10), peso (r = 0,18) e o resultado do Harris Hip
Score p6s-operatorio (r = 0,20). Observou-se uma correlagéo fraca
inversa entre células progenitoras CD34* e valores de Harris Hip
Score pré-operatorio indicando diminuicao na prevaléncia destas
células em pacientes com maior comprometimento articular (r =
-0,40). A analise geral dos coeficientes de correlagao nao indicou
diferencas significativas entre a progressao clinica e parametros
avaliados na fragao de CMMO, provavelmente devido ao pequeno
nuimero amostral de pacientes que ingressaram no estudo e ao
periodo recente de avaliagao pos-operatorio.

DISCUSSAO

Este é o primeiro ensaio clinico no Brasil de terapia celular de
necrose avascular da cabeca de fémur em pacientes falcémicos.
O objetivo principal foi a avaliagao da exequibilidade e seguranca
do procedimento. Em complemento, os dados preliminares foram
coletados sobre a eficacia da descompressao central combinada
com infuséo autdloga de CMMO no tratamento de osteonecrose
de cabeca de fémur sintomatica de pacientes falcémicos.
Nossos resultados indicam que este tratamento diminuiu a dor e
outros sintomas articulares associados aos estagios iniciais da
osteonecrose femoral e, a0 menos no periodo de oito meses de
avaliacao, estabilizou a progressao da doenga.
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Apesar de os pacientes falcémicos normalmente apresentarem alta
prevaléncia de complicacoes relacionadas a anestesia e cirurgia,
além das complicagoes intrinsecas, nés nao observamos nenhum
episodio durante ou posteriormente ao procedimento. Nao se
observou pacientes com eventos de crise dolorosa ou infecgao
superficial nos primeiros dias apos a cirurgia de descompressao
e infusdo celular. Fratura intertrocantérica, infecgéo ou embolismo,
que foram descritos em estudos de descompressao e infusao
celular®'® nao foram observados em nosso estudo.

Segundo descrito na literatura, a prevaléncia de osteonecrose em
pacientes com doenca falciforme ¢ elevada, alcangando até 50%
dos individuos, coincidindo com a maior incidéncia de complica-
¢oes na adolescéncia™®'”. O envolvimento de ambos os quadris
¢ visto entre 40-91% dos pacientes. Como demonstrado por Her-
nigou et al, a progressao para o colapso da cabega femoral nos
pacientes falciformes ocorre em 90% dos casos em dois anos apds
o diagnostico inicial da osteonecrose em estagio I. A ineficiéncia
e faléncia das artroplastias totais de quadril nestes pacientes séao
particularmente elevadas, com incidéncia de dor e limitacoes
substanciais de movimento em 75% dos pacientes falcémicos!'9),
Estes estudos sugerem que a progressao clinica da osteonecrose
femoral em pacientes com doenca falciforme é mais freqlente e
mais rapida do que tem sido descrito para outras patologias com
osteonecroses ndo-traumaticas. Nosso estudo considera estas
conclusdes e propde uma intervengao cirdrgica associada ao
implante de CCMO como uma tentativa de prevenir ou retardar a
progressao da doenga, e/ou regenerar o tecido lesado.

Inimeros procedimentos buscam preservar em vez de substituir a
cabeca femoral nos pacientes com osteonecrose. A infuséo celular
e descompressao da cabecga femoral combinadas é uma técnica
alternativa que tem sido avaliada por varios grupos desde 2000®
demonstrando resultados satisfatérios, o que estimulou nosso
estudo. A técnica de descompressao central emprega uma ou
varias trefinas de 8 ou 10 mm como estratégia para alcancar a maior
porcéao da lesdo osteonecrética. Este método é o mais frequente-
mente usado, porém seus efeitos invasivos sdo controversos(™®. Em
acordo com Heningou e Beaujeanl®, o nosso protocolo emprega a
trefina de 3 mm em um Unico acesso da area necrotica, direcionado
pelo monitoramento radiogréfico. Esta técnica ndo é plenamente
equivalente a descompressao central, permitindo um procedimento
menos invasivo e apropriado para a extensao da doenca.

As propriedades osteogénicas e angio/vasculogénicas da fragao
de CMMO da medula ¢ssea estédo bem estabelecidas. A fragao
de CMMO aumenta a vascularizacao e oxigenagao de tecidos
isquémicos, além de acelerar a cicatrizacéo de fraturas em artrites
crénicas®). Espera-se que uma Unica injegao de células mono-
nucleares na &rea necrética do 0sso resulte em um processo de
neoformacéo 6ssea e reparo, que as vezes 0corre espontane-
amente(™, Teoricamente, os progenitores hemangioblasticos e
osteogénicos da medula 6ssea podem repovoar os segmentos de
0SS0 necroético com células viaveis e ativas. Embora estes topicos
nao tenham sido abordas em nosso estudo, estudos futuros serao
conduzidos para avaliar estas hipoteses.

O indicador mais importante de sucesso da terapia celular da
osteonecrose femoral é de eliminar ou retardar o colapso femoral
e a necessidade de outra cirurgia, em particular a artroplastia. Os
resultados deste estudo sao promissores, embora a sua interpre-
tacéo seja limitada pelo nimero de pacientes e pelo curto periodo
de avaliagdo. As evidéncias radiolégicas da regeneracao do tecido
6sseo femoral sdo esperadas a partir de 12 meses apdés a terapia,
e a estabilizagao da estrutura 6ssea deve ser acompanhada ao
longo de varios anos.

Ensaios posteriores serao realizados para ponderar o éxito desta
técnica com maior tempo de avaliagéo. Indicagdes e contra-indi-
cagoes especificas para este método serdo definidas baseadas
na populacéo em estudo. Além disto, pardmetros celulares seréo
claramente estabelecidos que permitam relacionar propriamente a
injecao de CMMO com o sucesso na osteonecrose femoral.
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