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RESUMO

s

Introducdo: A cirrose hepatica € o resultado comum a diversos tipos de lesao
hepética crénica. O Unico tratamento curativo para a doenca e suas complicacdes é
o transplante hepatico e apenas uma pequena parcela dos pacientes chega a
beneficiar-se dele. A capacidade regenerativa das células-tronco de medula 6ssea
(CTMO) em doencas cronicas tem sido objeto de intensas pesquisas, e 0s primeiros
frutos ja surgiram na area da hepatologia. Entretanto, a seguranca dos diferentes
protocolos propostos na literatura ainda nao esta estabelecida.

Objetivo: Avaliar exequibilidade e seguranga de protocolo original de infusdo de
CTMO em pacientes com cirrose hepatica em lista de transplante. Como objetivos
secundéarios, investigar o padrdo de biodistribuicdo das células infundidas e o
comportamento da funcéo hepatica ap0s a intervencao.

Métodos: Em um ensaio clinico fase I, foram incluidos pacientes com cirrose
hepética e indicacdo de transplante hepatico. Apos aspiracdo por puncao da crista
iliaca, a fracdo de células mononucleares da medula éssea (CMMO), que contém
diversos tipos de células progenitoras, foi separada para infusdo. Para garantir que
as CMMO chegariam ao destino, a via escolhida foi a artéria hepatica. A marcacéo
celular foi realizada com Tecnécio-99m para avaliacdo da cinética celular precoce
por cintigrafia. Ao longo de 12 meses de seguimento, foram avaliados parametros
clinico-laboratoriais referentes a funcdo hepatica e registrada a ocorréncia de
eventos adversos. No mesmo periodo, foram realizadas ultrassonografias com color
Doppler (USD) seriadas para estudar a hemodindmica dos vasos hepéticos e
detectar lesbes hepaticas focais. Ao final do seguimento, foi realizada tomografia
computadorizada de abdome para rastreio de carcinoma hepatocelular (CHC).

Resultados: Foram incluidos 8 pacientes, dos quais 7 completaram o
acompanhamento. O protocolo foi exequivel no contexto de um hospital universitario
publico. Foram infundidas em média 6,68 x 10° células (2 — 15 x 10°) e ao final de 24
horas 26% do radiotragador permaneceu retido no figado. Foi observada elevacao
dos niveis de albumina e queda da bilirrubina total até o terceiro més e queda
discreta dos escores de Child-Pugh e MELD ao primeiro més. Ao USD, houve
aumento transitorio do fluxo da artéria hepatica em 6 pacientes. O uso da anestesia
local com sedacgdo para aspiracdo da medula 6ssea ndo foi exequivel. Por outro
lado, observamos 1 caso de complicacdo rara apos anestesia geral (sindrome de
Tako-tsubo). Em 1 paciente ocorreu disseccao transitéria da artéria hepatica durante
a arteriografia, sem prejuizo de fluxo. Um paciente apresentou diagnostico de CHC
ao 12°. més e 1 paciente desenvolveu fasciite eosinofilica, um transtorno
imunomediado.

Concluséo: A terapia com CTMO na cirrose hepatica € exequivel e parece ser
segura. Os eventos adversos descritos ndo configuraram gravidade e ndo puderam
ser atribuidos a infuséo celular. O desenvolvimento de CHC n&o pode ser distinguido
de complicacdo da doenca de base. A infusdo celular resultou em melhora
bioquimica transitéria, mas ndo induziu modificacdo significativa dos parametros
clinicos de funcéo hepatica.

PALAVRAS-CHAVE:  CIRROSE HEPATICA, CELULA-TRONCO, CELULA
MONONUCLEAR, MEDULA OSSEA, ENSAIO CLINICO, TECNECIO 99-M.



ABSTRACT

Introduction: Liver cirrhosis is the common endpoint to most types of chronic liver
injury. The single curative treatment for the disease and its complications is liver
transplantation and only a small fraction of patients benefit from the procedure. The
regenerative properties of bone marrow-derived stem cells (BMSC) have been
intensively researched, with promising preliminary results in the hepatology field.
Nevertheless, the safety of clinical trial protocols in the area has not yet been
established.

Objective: To evaluate safety and feasibility of an original protocol involving infusion
of BMSC in patients with liver cirrhosis allocated in a transplant waitlist. Secondarily,
to investigate the biodistribution of the infused cells and to document repercussions
in liver function after intervention.

Methods: In a phase | clinical trial design, patients with liver cirrhosis and indication
for liver transplantation were included. After iliac crest aspiration, the bone marrow
mononuclear cell (BMMC) fraction, which contains a range of progenitor cell types,
was separated for infusion. The hepatic artery was the route of choice to ensure cell
homing. Intracellular labeling was performed with 99m-Technetium and early cell
kinetics was evaluated by scintigraphy. Along a 12-month follow up period, clinical
and laboratorial parameters regarding liver function as well as any adverse events
were registered. In the same period, serial ultrasound with color Doppler (USD)
exams were performed to study hemodynamic changes in liver vasculature and to
detect focal parenchymal lesions. A computerized tomography scan was performed
in the end of follow up for hepatocellular carcinoma (HCC) screening.

Results: Eight patientes were studied and 7 completed follow up. The protocol was
considered feasible in the context of a public teaching hospital. Median number of
infused cells was 6,68 x 10° (range 2 — 15 x 10%) and after 24 hours 26% of the
radiotracer was retained in the liver. Elevation of serum albumin levels and a
decrease in total bilirubin levels were observed until month 3. A slight decrease in
Child-Pugh and MELD scores was noted in the first month. Serial USDs revealed a
transient increase in hepatic artery flow in 6 patients. The use of local anesthesia
with sedation for bone marrow aspiration was not effective. On the other hand, we
documented 1 case of a rare complication of general anesthesia in the form of Tako-
tsubo syndrome. During arteriography, 1 patient suffered transitory dissection of the
hepatic artery with no hemodynamic consequences. One patient was diagnosed with
HCC on the 12°. month of follow up and 1 patient developed eosinophilic fasciitis, an
immunomediated disorder.

Conclusion: Therapy with BMSC in liver cirrhosis is feasible and seems to be safe.
The reported adverse events were not a threat to life and could not be directly
attributed to the cell infusion. The development of HCC is indistinguishable from a
complication of cirrhosis itself. Cell infusion resulted in transient biochemical
improvement that did not induce significant changes in clinical parameters of liver
function.

KEY WORDS: LIVER CIRRHOSIS, STEM CELL, MONONUCLEAR CELL, BONE
MARROW, CLINICAL TRIAL, TECHNETIUM 99-M.
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1 INTRODUCAO

O figado € um 6rgéo indispensavel para a homeostase e tornou-se célebre
através dos tempos por sua extraordinaria capacidade de regeneracdo. Os proprios
hepatdcitos maduros séo as células responsaveis por reentrar o ciclo celular e repor
as perdas de seus pares em situacdes de lesdo ou senescéncia. Quando existe uma
agressao persistente ao tecido hepatico, a resposta inflamatodria prolongada pode
levar a acumulo e descaracterizacdo da matriz extracelular, culminando na fibrose
hepatica. [1, 2] A progressao para a cirrose é muitas vezes inevitavel. Felizmente, o
rapido avanco das pesquisas no campo da reversibilidade da fibrose hepatica
sugere que mesmo na cirrose, quando a regeneracao hepatica esta prejudicada e a
arquitetura tecidual distorcida, uma reversao significativa possa ser atingida. [3]

A cirrose hepatica é resultado comum a diversos tipos de lesdo hepatica
cronica e esta associada a marcante morbi-mortalidade. O paciente com cirrose esta
sujeito a complicacdes decorrentes da insuficiéncia hepatocelular, da hipertenséo
portal, do risco de desenvolvimento de hepatocarcinoma e de disfun¢cdes de outros
sistemas. O Unico tratamento comprovadamente eficaz da cirrose € a substituicdo do
orgao através do transplante, em uma das cirurgias de maior porte na Medicina.
Além de ndo haver doadores para todos, o risco operatério e os efeitos colaterais a
longo prazo dos imunossupressores tornam o procedimento ainda mais restritivo.
Novas estratégias, como o transplante de hepatocitos e o suporte hepatico
bioartificial, sdo resultado dos constantes esfor¢cos para reduzir a mortalidade em
lista de transplante. No entanto, ainda sdo considerados méetodos experimentais. [4]

A capacidade regenerativa de células progenitoras da medula Ossea ja é

usada ha quase meio século para o tratamento de doencas hematoldgicas. Na
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altima década, relatos de células da medula 6ssea humana “transformando-se” em
hepatdécitos in vivo chamaram atencdo para novas propriedades regenerativas dessa
populacdo celular. Em paralelo a pesquisa com células-tronco embrionarias,
numerosos grupos ja haviam documentado a geracdo de células néo-
hematopoiéticas como neurdnios, miodcitos, endotélio e hepatécitos a partir de
células da medula 6ssea. A descoberta desta plasticidade em células-tronco adultas
foi uma quebra de paradigma e encorajou estudos experimentais visando a
regeneracao tecidual. Ensaios clinicos em cardiologia e doencas auto-imunes
encontram-se particularmente avancados. [5]

Em hepatologia, a euforia foi acentuada pela “cura’ induzida por células-
tronco da medula 6ssea em um modelo experimental de tirosinemia. As pesquisas
em animais avancaram e hoje sabemos que a quantidade de células que sofrem
transdiferenciacdo em hepatdcitos in vivo é muito pequena. Outros mecanismos
contribuem para os efeitos das células-tronco no tecido, como a fusdo com células
locais, a liberacdo de citocinas com efeito proliferativo e anti-fibrotico e a
imunomodulagdo. Existem na medula 0ssea células-tronco de tipos diferentes, e
assim, também, parecem ser seus efeitos no tecido. Ensaios clinicos preliminares
em hepatologia tém indicado a seguranca desta modalidade de terapia celular e
demonstrado alguns efeitos benéficos. [6]

Baseados nisso, desenhamos um estudo clinico fase | para avaliacdo de
seguranca e exequibilidade da infusdo de células mononucleares autélogas da
medula dssea em pacientes com cirrose hepatica. Optamos por também estudar a
cinética destas células através de marcacdo com radiois6topo, abordagem ainda
ndo realizada no campo da hepatologia. A evolucdo clinica foi avaliada por

diferentes parametros durante o seguimento, que foram registrados e descritos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da terapia com células-tronco autologas de medula éssea

em pacientes com cirrose hepatica e indicagcéo de transplante hepatico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a exequibilidade e a seguranca de protocolo de infusdo de
células mononucleares autdlogas derivadas da medula 6ssea em

pacientes com cirrose hepatica;

v Descrever a cinética das células mononucleares autdlogas derivadas da
medula 6ssea marcadas com radiotracador apos infusdo na artéria

hepatica;
v Avaliar a modificacdo dos parametros clinicos e medir a variacdo dos
parametros bioquimicos referentes a funcdo hepatica ao longo do

seguimento;

v Descrever os eventos adversos observados durante o seguimento.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O FIGADO

3.1.1 Anatomia e fisiologia

O figado é um 6rgdo crucial para a manutencdo da homeostase. E
responsavel pela sintese, armazenamento e metabolismo de nutrientes, além da
producdo de proteinas séricas, fatores de coagulacdo, lipoproteinas, enzimas e
horménios. Constitui o principal 6rgdo de detoxificacdo do corpo, removendo
escorias e drogas atraveés de conversao metabolica e excrecao biliar. Atuando na
regulacdo dos niveis séricos de glicose e amoénia, viabiliza o funcionamento do
sistema nervoso central. Além disso, durante a vida intra-uterina, exerce intensa
atividade hematopoiética. [1]

O 6rgao, no adulto, representa 1/50 do peso corporal total. Pode ser dividido
funcionalmente em lobos (direito e esquerdo) e segmentos (I a VIII). [7]

O suprimento sanguineo do figado € duplo, sendo 70% do fluxo proveniente
do sistema porta e 30% da artéria hepatica. A veia porta é formada pela confluéncia
das veias mesentérica superior e esplénica, trazendo sangue venoso dos intestinos,
pancreas e bago e constituindo um sistema fechado. A artéria hepética origina-se do
tronco celiaco e supre o figado com sangue arterial. Ndo existem, em condicdes
normais, fistulas arterio-venosas entre estes dois territorios vasculares. A drenagem
venosa do figado é feita por trés veias hepaticas principais, que desembocam na

veia cava inferior. [8] (Figura 1)
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Figura 1. Segmentacédo hepatica segundo Couinaud. VCI: veia cava inferior; VP: veia porta; AH:
artéria hepatica; DH: ducto hepatico; VB: vesicula biliar; VHD: veia hepatica direita; VHM: veia
hepatica média; VHE: veia hepatica esquerda. Segmentos indicados em algarismos arabicos.
Adaptado de Medscape.com.

Microscopicamente, o figado é dividido em Iébulos hexagonais de 1 a 2 mm
de diametro, orientados ao redor de tributarias terminais da veia hepatica que
recebem a denominacdo de veias centrais. Em cada vértice deste hexagono
observamos uma triade portal, formada por um ramo terminal da artéria hepatica e
da veia porta e por um ducto biliar interlobular. [9]

No interior dos lébulos os hepatdcitos, que constituem cerca de 80% da
massa hepatica, estdo orientados como corddes radialmente dispostos em relagéo a
veia central. Entre os corddes de hepatdcitos encontram-se 0s sinusoéides
vasculares, que sdo formados por células endoteliais descontinuas e fenestradas,
demarcando um espacgo extra-sinusoidal conhecido como espaco de Disse. Os
canaliculos biliares originam-se dos canais de Hering, uma zona transicional entre
0s hepatdcitos e os primeiros colangiécitos, onde a bile comeca a ser formada. [8, 9]

As células de Kupffer situam-se junto a face luminal das células endoteliais.

Sao macrofagos locais ativados em situacdo de lesao hepatica e produzem uma
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ampla gama de citocinas. Sua populacéo pode ser refor¢cada por imigracéo de sitios
extra-hepaticos. As células estreladas, também conhecidas como células de Ito,
encontram-se no espaco de Disse e sdo responsaveis pelo armazenamento de
lipidios e vitamina A. Em situacdo de lesdo hepatica também sofrem ativacao,
podendo tornar-se miofibroblastos produtores de matriz extracelular (MEC). Estas
células exercem um papel marcante na progressdo da fibrose que leva a doenca

hepatica cronica. [1] (Figura 2)

Figura 2. Lobulo hepatico. VC: veia central; DB: ducto biliar; RVP: ramo da veia porta; RAH: ramo da
artéria hepatica; CB: canaliculo biliar; SC: célula estrelada; KC: célula de Kupffer; ES: espaco
sinusoidal; ED: espaco de Disse; EC: célula epitelial; H: hepatdcito.

3.1.2 Fibrogénese e regeneragao

A surpreendente capacidade regenerativa do figado € conhecida desde a
idade antiga, representada pelo mito de Prometeu. [10] O processo de regeneracao
hepética é extremamente complexo, podendo ser desencadeado por lesdo aguda,

cronica ou por hepatectomia parcial. Em humanos, apos a ressecg¢do de 75% do
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figado, os hepatdcitos restantes rapidamente reentram o ciclo celular. Em 1 semana,
0 6rgado retorna ao numero original de células e em 2 a 3 semanas recupera a
massa tecidual original. Diversos fatores de crescimento, citocinas e hormonios
estdo envolvidos na regulacéo da regeneracao hepatica. [1, 11, 12]

A restauracao da intrincada arquitetura do figado apos uma lesdo pode ser
completa apos a retirada do agente agressor. No entanto, em casos de agresséo
repetida ou crbnica, ha risco de formacdo de tecido cicatricial (fibrose) com
alteracdes marcantes da quantidade e qualidade da MEC. Ha ativacédo das células
estreladas e aumento da producédo principalmente de colagenos | e IV, mais
proteinas nédo-colagenas da MEC. Esta "'neomatriz” € depositada no espaco de
Disse e prejudica a interacdo do parénquima hepatico com a microvasculatura. Com
a progressdo da fibrose, ha distorcdo da arquitetura hepatica e formacdo dos

nodulos caracteristicos da cirrose. [3]

3.1.3 Reversibilidade da fibrose

Quando o tratamento direcionado para a causa da fibrose hepatica esta
disponivel e € instituido, pode ocorrer remodelamento do tecido fibrético ao ponto da
recuperacgdo histologica completa. Mesmo na cirrose hepatica pode ser observada
recuperacdo da funcdo hepatocelular e melhora da hipertensdo portal, como na
hepatite auto-imune pds-imunossupressao ou nas hepatites crénicas pelo virus B
(VHB) ou C (VHC) tratadas. [3] Na hepatopatia alcodlica, a abstinéncia de &lcool
melhora o padrdo histolégico hepatico, reduz a hipertensdo portal e aumenta a
sobrevida. No entanto, a confirmacdo da abstinéncia alcodlica é dificultada, na

pratica, pela auséncia de testes especificos e de facil execuc¢do. [9]
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Existe um interesse crescente no estudo da reversibilidade da fibrose
hepatica. Sdo agentes cruciais neste processo as metaloproteinases da matriz
(MMP), uma familia de endoproteinases capazes de degradar a neomatriz. Essas
enzimas sao liberadas principalmente pelas células estreladas e pelas células de
Kupffer, e antagonizadas pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP) e
outras substancias, também produzidos pelas células estreladas. O predominio do
estado de inativacdo ou apoptose nestas células parece ser condicdo fundamental
para desencadear a reversdo da fibrose hepatica em modelos com ratos tratados
com tetracloreto de carbono (CCl,) [13, 14] e submetidos a ligadura do ducto biliar.
[15]

As evidéncias acumuladas em favor da reversibilidade da fibrose colocam a
doenca hepatica crbnica, mesmo em estagio de cirrose, como uma condi¢cédo

dindmica e potencialmente passivel de reverséo. [3, 11]

3.2 CIRROSE HEPATICA

3.2.1 Definicao e epidemiologia

A cirrose hepética € um estagio avancado de evolugéo de fibrose, em que o
tecido cicatricial preenche o espacgo de Disse, reduz a fenestracdo dos sinusoides e
distorce a arquitetura tecidual, com formacao de nédulos circundados por faixas de
tecido fibroso. Isto culmina em perda de funcdo dos hepatécitos e aumento da
resisténcia vascular no figado (hipertensao portal). O figado cirrético caracteriza-se

também pela reducdo de sua capacidade de regeneracao. [8]
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Embora a cirrose hepatica possa ser causada por agressfes metabolicas,
auto-imunes, pos-necroticas, virais e toxicas, todas resultam no mesmo produto final
e envolvem via patogénica comum. Hepatite crénica por VHC e o abuso de alcool
sdo as principais causas de cirrose hepatica na maioria dos paises, sendo que a
hepatite por VHB prevalece em parte da Asia e da Africa subsaariana. A hepatite
pela DHGNA, ou esteato-hepatite, foi recentemente apontada como responsavel
pela “cirrose criptogénica” de muitos diabéticos obesos. [4]

A prevaléncia real da cirrose no mundo é desconhecida. Ja foi estimada em
0,15% ou 400.000 pessoas nos EUA, o que correspondeu em 1998 a 25.000 obitos.
[16] Estes numeros estdo provavelmente subestimados, ja que a cirrose pelo virus
da hepatite C (VHC) e pela doenca hepatica gordurosa néo-alcoolica (DHGNA)
frequentemente ndo sdo diagnosticados e a cirrose compensada pode permanecer
silenciosa por longos anos. Schuppan et al. consideraram que a prevaléncia da

cirrose histologica poderia chegar a 1% da populacao geral. [4]

3.2.2 Historia natural e progndstico

Sabemos hoje que a cirrose hepatica apresenta multiplos estagios de
gravidade, de acordo com o grau de acumulo de MEC, o nivel de hipertenséo portal
e o grau de disfuncdo hepatocitaria. Pode cursar com um periodo longo de cirrose
compensada, ou seja, livre de complicacdes e geralmente assintomética, que pode
durar mais de dez anos. No entanto, apds a primeira complicagdo, aumenta o risco
para novos eventos e a mortalidade sem o transplante pode chegar a 85% em 5
anos. [4] O termo cirrose descompensada é usado na presenca de ascite,

hemorragia digestiva alta (HDA) varicosa, encefalopatia hepatica e/ou ictericia. A
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evolucdo natural da cirrose hepatica pode ser dividida em estagios, segundo o
consenso de Baveno IV: [17] (Figura 3)

Estagio 1: auséncia de ascite ou varizes de esbfago. Mortalidade de 1% ao
ano. A taxa de progresséao € de 11,4% ao ano, cumulativa.

Estagio 2: presenca de varizes de esdfago, sem ascite ou HDA prévia.
Mortalidade de 3,4% ao ano.

Estagio 3: surgimento de ascite, sem HDA prévia. A mortalidade sobe para
20% ao ano. O risco de HDA neste estagio € de 7,6% ao ano.

Estagio 4: pacientes que ja apresentaram HDA. A taxa de mortalidade chega
a 57% ao ano, e metade dos Obitos ocorrem nas 6 primeiras semanas ap0s 0

primeiro episddio de sangramento.

F,-bme..__‘

HVPG: 5 =10 =12 =20
Pior
Clinica: Nada Varizes Ascite, prognéstico
HDA, EH pés HDA

Estagio: compensado Compensado Descompensado
1 2 3/4

Figura 3. Estagios da cirrose hepética. HVPG: gradiente de pressao venosa hepatica; HDA:
hemorragia digestiva alta; EH: encefalopatia hepatica. Adaptado de Friedman et al. [11]

Os estagios 1 e 2 correspondem a cirrose compensada, ou seja, sem sinais

clinicos de hipertensdo portal (varizes) ou ascite. A incidéncia de carcinoma



22

hepatocelular segue um ritmo constante ao longo da evolucdo da cirrose e seu
prognastico esta relacionado ao estagio da doenca em que o paciente se encontra.
[18]

O recente avanco na prevencao e tratamento das complicacfes especificas
da cirrose hepatica ocasionou importante reducdo de morbi-mortalidade. No entanto,
pacientes com insuficiéncia hepatica crbnica estdo suscetiveis a respostas
sistémicas alteradas em diversas situacdes. Apresentam disfuncdo imunoldgica e
estdo sob maior risco de infeccdes em geral, além de apresentarem tendéncia ao
catabolismo e a desnutricdo. Em situacdes de agressdao como o sangramento, a
sepse Oou mesmo uma cirurgia podem manifestar respostas inflamatorias
inadequadas para o insulto, evoluindo com pior prognostico. [19]

A HDA por varizes gastricas e esofagianas € causada pelo aumento da
pressdo no sistema porta. E a mais letal das complicacdes da doenca hepatica
cronica e pode desencadear outras complicagcées, como ascite, peritonite bacteriana
espontanea e sindrome hepatorrenal. Seu controle é comumente dificultado pela
presenca de plaguetopenia e deficiéncia de fatores da coagulacdo. [9] A
probabilidade de sangramento esté relacionada ao tamanho das varizes, a presenca
de “sinais vermelhos” ao exame endoscOpico e a gravidade da insuficiéncia
hepatica. [20]

A ascite € o acumulo de liquido no espaco intraperitoneal e constitui a forma
mais comum de descompensacdo da cirrose hepatica. Resulta do aumento da
pressado no sistema porta e, na cirrose, esse processo € potencializado por outros
fatores como hipoalbuminemia, retencdo de sal e &gua (hiperaldosteronismo

secundério) e vasodilatacdo esplancnica. [9]
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O liquido ascitico, pobre em opsoninas, pode sofrer colonizacdo e infeccao
culminando na peritonite bacteriana espontanea (PBE). A mortalidade secundaria a
PBE caiu nos ultimos 25 anos, mas este evento € considerado fator de mau
prognaéstico com possivel evolucao para sindrome hepatorrenal e morte por faléncia
organica multipla. [9]

A cirrose hepatica pode cursar com anormalidades funcionais renais de
espectro variavel. Sao secundarias a vasoconstricdo da circulagcdo renal e
potencialmente reversiveis. A manifestacdo mais grave consiste na sindrome
hepatorrenal (SHR). Sua manifestacdo aguda leva a mortalidade de 100% caso nao
haja resposta ao tratamento farmacoldgico ou caso o paciente ndo seja submetido
ao transplante hepatico. [9]

A encefalopatia hepatica (EH) € uma sindrome neuropsiquiatrica que leva a
alteracdo do comportamento e do nivel de consciéncia, reduzindo a qualidade de
vida e podendo levar ao coma. Possui fisiopatologia complexa e ocorre
principalmente em pacientes com disfuncdo hepatocelular. A hipertensdo portal
acentuada, por estar associada a reducéo relativa do fluxo sanguineo para o figado,
também pode contribuir para o surgimento dos sintomas. [9]

A cirrose hepatica de qualquer etiologia é considerada o principal fator de
risco para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC). No mundo, 80%
dos casos de CHC estéo relacionados a infeccdo pelos VHB ou VHC. A incidéncia
tende a aumentar em paises desenvolvidos devido a ascensdo das hepatopatias
relacionadas a obesidade e diabetes mellitus. O risco de desenvolvimento de CHC
em pacientes com cirrose pode superar 6% ao ano, e embora o rastreio semestral
com ultrassonografia e dosagem de a-fetoproteina (AFP) permaneca controverso,

pode auxiliar na deteccdo de pequenos tumores com melhor progndstico.
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Tratamentos considerados curativos sdo a resseccao, viavel na minoria dos
pacientes, e a ablacdo por radiofrequéncia. A alcoolizacdo e a quimioembolizacao
sao realizadas com intuito paliativo e como ponte para o Unico tratamento curativo
que elimina o tumor e o fator de risco (0 proprio figado cirrético), o transplante
hepatico. [21]

A cirrose hepética é fator de risco estabelecido para trombose de veia porta,
que por sua vez pode desencadear ascite, HDA e piora da funcdo hepatica. [22] As
sindromes portopulmonar e hepatopulmonar causam cansaco aos esforcos e queda
da qualidade de vida. A cardiomiopatia cirrotica cursa com hipertrofia ventricular e
resposta cardiaca inadequada ao estresse. Estes transtornos cardiocirculatérios
podem tornar-se graves a ponto de contraindicar o transplante hepatico. [4]

O figado €, ainda, componente fundamental para o equilibrio endocrino. A
cirrose hepatica esta associada com aumento da incidéncia de intolerancia a glicose,
resisténcia insulinica e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Hipogonadismo, osteoporose,
disfuncéo tireoidiana e insuficiéncia adrenal relativa também estdo relacionados com

a presenca de doenca hepatica crénica. [9]

3.3 INDICADORES DE LESAO E DISFUNCAO HEPATICA

Os exames bioquimicos sdo necessarios para direcionar a propedéutica,
estimar a gravidade, avaliar o prognostico e estabelecer a terapéutica na doenca
hepética. O termo “prova de funcdo hepatica” € erroneamente utilizado na pratica
clinica, jA que as dosagens séricas mais utilizadas para avaliacdo do figado

(aminotransferases e fosfatase alcalina) refletem, principalmente, dano aos

hepatécitos, sem que haja necessariamente prejuizo de suas funcdes. As
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verdadeiras provas de funcdo hepatica avaliam, entre outros parametros, a
capacidade de sintese de proteinas (albumina e fatores de coagulacdo) e o

metabolismo e excrecao da bilirrubina. [8]

3.3.1 Indicadores laboratoriais

Aminotransferases

Os niveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) sao os indicadores mais relacionados a necrose hepatocelular. Estas enzimas
foram denominadas anteriormente transaminase glutamico-piravica (TGP) e
transaminase glutamico-oxaloacética (TGO), respectivamente. A ALT e a AST séo
liberadas na circulacdo quando os hepatdcitos ou suas membranas celulares sao
danificados. Entretanto, a correlacdo entre a extensdo da necrose hepatica e os
niveis séricos de aminotransferases é fraca e valores normais de aminotransferases

séricas ndo afastam a presenca de lesdo hepatocelular. [9]

Fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamil transferas e (GGT)

FA e GGT sao marcadores tipicamente utilizados para identificar colestase.
Niveis elevados de FA sdo encontrados normalmente nas células de rapida divisao
celular ou em tecidos metabolicamente ativos. Em pacientes com doencas
hepatobiliares, o0 aumento nos niveis de FA resulta do aumento da producao
hepatica com extravasamento para o sangue. [9]

A GGT esta presente nas membranas celulares de mudltiplos tecidos. E um
marcador sensivel, porém menos especifico, de doenca hepatobiliar. Apresenta

melhor correlagdo com lesdo biliar que hepatocelular, embora possa elevar-se na
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esteatose hepatica e na infeccao pelo VHC. Pode, ainda, estar elevada por ingestéo

de alcool ou uso de certos medicamentos. [8]

Bilirrubina total (BT) e fracOes

A bilirrubina é derivada principalmente do catabolismo das hemacias, sendo
transportada ao figado, conjugada ao acido glucurénico e excretada na bile. Os
termos fracdes direta e indireta baseiam-se na reacao original de van den Bergh, um
método de mensuracdo da bilirrubina ndo conjugada. Em pacientes com lesao
hepatocelular aguda ou na cirrose avancada, pode ocorrer aumento dos niveis de
BT as custas da fracdo conjugada, por extravasamento para 0 sangue. Em
pacientes com hipertensdo portal acentuada e hiperesplenismo, a fracdo n&o-

conjugada pode estar elevada pela existéncia de hemolise intravascular. [8]

Albumina

A albumina é sintetizada exclusivamente no figado e sua concentracao sérica
depende da taxa de sintese, do volume total de distribuicdo e da existéncia de
perdas. Como reflete a capacidade de sintese hepatica, a hipoalbuminemia é um
bom marcador de gravidade na cirrose hepatica e pode ser acentuada por ingestao

de alcool, perda urinaria, estados inflamatorios cronicos e desnutrigdo. [9]

Tempo de protrombina (TAP)

A gravidade e o progndstico da doenca hepatica podem ser avaliados através
do TAP, que reflete a deficiéncia de um ou mais fatores de coagulacao sintetizados
pelo figado. O TAP encontra-se prolongado na insuficiéncia hepatica avancada, e

sera corrigido ap0s administracdo parenteral de vitamina K somente em caso de
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colestase ou deficiéncia da vitamina. O uso da razdo normalizada internacional (INR)

€ uma forma de padronizar os valores de TAP, evitando variagdes entre laboratorios.

[9]

3.3.2 Escores de gravidade e prognostico

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos escores para classificacdo da
gravidade da doenca hepatica e definicio de progndstico, sendo utilizados
indicadores laboratoriais associados ou nao a parametros clinicos. Devido a ampla
variabilidade na evolucao clinica de pacientes com cirrose, o estabelecimento de um
prognoéstico é sempre um desafio. Além de estimar sobrevida, o escore ideal deve
prever a capacidade de um paciente suportar um dado procedimento e definir se
uma opcao terapéutica ofereceria chance de sobrevida. Somam-se a estas
dificuldades a necessidade de estabelecer o0 momento 6timo da indicacdo de

transplante e o critério utilizado para alocacao de 6rgéos. [23]

Classificacao de Child-Pugh

A classificacdo de Child-Pugh (CP) é um escore proposto ha mais de 30 anos
como preditor progndstico pds correcao cirdrgica de hipertensdo portal em pacientes
com cirrose. [24] Modificado através do tempo, hoje inclui 3 variaveis laboratoriais
(albumina, BT e TAP) e 2 variaveis clinicas subjetivas (ascite e EH), e é amplamente
utilizado até os nossos dias. No entanto, possui limitagdes, como a quantificacao
subjetiva dos graus de ascite e encefalopatia e por ndo considerar a presenca de

CHC. Além disso, todas as cinco variaveis deste escore recebem o mesmo peso. De
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acordo com a pontuacgéo, os pacientes podem ser classificados como CP A (5 a 6

pontos), CP B (7 a 9 pontos) e CP C (10 a 15 pontos). [23] (Quadro 1)

Quadro 1. Classificacdo da funcéo hepética conforme Child-Pugh. [23]

Variaveis 1 ponto 2 pontos 3 pontos
Encefalopatia hepatica Ausente Grau I/l Grau llI/IV
Ascite Ausente Controlada Refrataria
Albumina (g/dL) >3,5 2,8-3,5 <2,8
BT (mg/dL) <2,0 2,0-3,0 >3,0
TAP (s) * <4,0 4,0-6,0 >6,0
* Diferenca entre o paciente e o controle em segundos. BT, bilirrubina total;, TAP, tempo de
protrombina. Graus de encefalopatia hepatica: | - euforia ou depressao, leve confusédo, raciocinio
alentecido, distarbio do sono; Il - letargia, confusdo moderada; Ill - marcante confusdo, discurso

incoerente, sonolento e despertavel; IV - coma.

Escore MELD ( Model for end-stage liver disease )

O escore MELD foi desenvolvido originalmente para avaliacdo de progndstico
em pacientes com cirrose candidatos a criacdo de TIPS (derivagédo portossistémica
intra-hepatica transjugular). [25] Trata-se de um modelo mateméatico complexo que

utiliza BT, INR e creatinina sérica (Cr), calculado segundo a seguinte férmula:

MELD = 9.6 x loge (Cr) + 3.8 x loge (BT) + 11.2 x loge (INR) + 6.4

Os valores de creatinina (mg/dL), BT (mg/dL) e INR que estejam abaixo de 1
sao arredondados para 1. Valores de Cr acima de 4 mg/dL sao arredondados para 4
e todos os pacientes em hemodialise também recebem valor igual a 4. O escore
MELD varia entre 6 e 40 pontos e foi testado para avaliagdo de mortalidade precoce
(3 meses) apods entrada do paciente na lista de transplante e é utilizado para

alocacao de 6rgaos nos Estados Unidos [26] e, desde 2006, no Brasil. [27] O escore
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MELD ganha em acuracia ao excluir a avaliacdo de variaveis subjetivas, porém
desfavorece pacientes com ascite ou EH graves que ainda mantém funcéo hepatica
laboratorial razoavel. [23] Pacientes com CHC e doencas hepaticas especificas
recebem pontuacdo especial, o que possibilita a antecipacdo do transplante.
Atualmente, no HUCFF, sao referidos para o Ambulatorio de Transplante Hepatico

0S pacientes que possuam escore MELD acima de 20.

3.4 AVALIACAO HEPATICA POR IMAGEM

3.4.1 Ultrassonografia abdominal

A ultrassonografia com modo bidimensional (US) fornece informacgdes acerca
da morfologia das estruturas analisadas. No protocolo de investigacdo de pacientes
com hepatopatia crénica séo realizadas avalia¢cdes do figado, do baco e de seus
respectivos vasos, além de verificacdo da presenca de esteatose, ascite e lesbes

focais hepaticas, como o CHC. [28]

O color Doppler associado a US (USD) permite a analise hemodinamica dos
vasos hepaticos e do tronco celiaco. Este instrumento possibilita a quantificacdo do
fluxo vascular, bem como a detecgéo de vasos venosos colaterais e trombos. Estas

alteracdes podem se desenvolver na vigéncia de hipertenséo portal. [29]

3.4.2 Tomografia computadorizada e ressonancia magn  ética

A avaliacdo por tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia magnética

(RM) na cirrose hepética € valiosa para a caracterizacdo de lesdes focais ou
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alteracdes vasculares visualizadas ao USD. Com estudo contrastado em 3 fases,
lesGes malignas como o CHC podem ser identificadas. A presenca de realce por
contraste na fase arterial precoce com lavagem rapida na fase portal deve ser

considerada altamente suspeita de CHC. [30]

3.5 TRATAMENTO DA DOENGCA HEPATICA TERMINAL

3.5.1 Transplante hepatico

A principio um procedimento ousado e experimental, 4 décadas depois 0
transplante hepatico é considerado a Unica opc¢édo estabelecida para prolongar a
sobrevida de pacientes com insuficiéncia hepatica grave, aguda ou crbnica. Os
dados mais recentes da UNOS (Rede Unificada de Compartilhamento de Orgos)
indicam taxas de sobrevida de 83%, 70%, e 61% apds 1 ano, 5 anos e 8 anos,
respectivamente. [31] O aperfeicoamento das terapias imunossupressoras é
significativo e hoje a perda do enxerto por rejeicdo cronica € rara. No entanto, a
recorréncia universal da infeccdo pelo VHC no enxerto e efeitos colaterais de longo
prazo das drogas imunossupressoras (hipertenséo, diabetes, dislipidemia, disfuncao
renal) sdo associados a morbi-mortalidade no periodo pés-transplante. [32]

Cabe ressaltar que o transplante hepatico é um procedimento cirargico de
vulto, que depende de infra-estrutura adequada e de equipe multidisciplinar com
treinamento especifico com alto custo para o sistema de saude. Além disso, nem
todos o0s pacientes sdo elegiveis para a cirurgia, devido a idade avancada,
comorbidades, mau estado nutricional ou mesmo por progressdo da doenca. Em

nosso meio, esta indicado o transplante hepatico quando o paciente atinge uma
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classificagcdo de CP B7 ou quando, classificado como CP A, apresenta episédio de
HDA varicosa, EH, sindrome hepatopulmonar sintomatica ou CHC. [33]

Ainda que o transplante hepatico seja indicado, em todo o0 mundo vivemos em
regime de caréncia de 6rgdos e um grande numero de pacientes nao sobrevive ao
longo periodo de espera. A mortalidade em lista no Rio de Janeiro atingiu 49% no
ano de 2003. [34] Alguns centros, como na Espanha, se dedicaram ao
aperfeicoamento do sistema de captacdo de 6rgdos e a expansdo dos critérios de
captacdo, obtendo aumento em 100% do numero de doacbes apdés 10 anos de
medidas intensivas. [35] No entanto, além de estarem fora de nossa realidade neste
momento, tais medidas n&do foram suficientes para superar a demanda por enxertos

no mundo e continua a busca por alternativas terapéuticas.

3.5.2 Outras terapias

Técnicas como o transplante de hepatdcitos [36] e o suporte hepatico artificial
ou bioartificial [37] tém sido estudadas como tratamentos para a doenca hepatica
terminal. As séries de pacientes relatadas sdo pequenas e fatores como a caréncia
de 6érgéos para retirada de células funcionais e o custo dos equipamentos dificultam
0 aprimoramento e a popularizacdo destes métodos, que ainda sdo considerados

experimentais.

3.6 TERAPIA COM CELULAS-TRONCO

A pesquisa em terapia com células-tronco (CT) progride em nosso tempo com

extraordindria rapidez e ja surgiu gerando expectativas e conflitos. A capacidade das
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CT embrionarias de se "transformarem” em qualquer célula especializada do corpo
humano sempre constituiu uma importante promessa para 0 campo da medicina
regenerativa. No entanto, mesmo hoje um dilema ético permanece sem solucéo: o
processo de obtencéo destas células geralmente implica na destruicdo de um pré-
embrido. A polémica foi reforcada a partir de 1998, quando foram publicados os
primeiros artigos documentando a obtencdo de midcitos e hepatécitos a partir de
células-tronco da medula o6ssea (CTMO). Estes primeiros estudos foram
considerados verdadeiras quebras de paradigma e as CT adultas passaram a ser
pesquisadas com intencdes terapéuticas. [38] A dificuldade de expansédo das CT
embrionarias em meios livres de material animal assim como a tendéncia a formacéo
de teratomas em modelos experimentais contribuem para retardar sua aplicabilidade

in vivo. [5]

3.6.1 Definicdes

Células-tronco sdo ceélulas indiferenciadas que, através da replicagéo,
possuem tanto a capacidade de auto-renovagdo como de diferenciagcdo em células
maduras especializadas. Existem basicamente dois tipos de CT. as de origem
embrionéria e as adultas. As CT embrionarias humanas sédo obtidas de blastocistos
4 a 5 dias apos a fertilizacdo, quando estes contém de 50 a 150 células. [5]. Em
cada tecido do organismo existe uma populacdo especifica de CT adultas. Sao
responsaveis por gerar novas células especializadas, substituindo as danificadas ou
senescentes, prezando entdo pela integridade do 6rgao. [39]

As CT também podem ser classificadas em totipotentes, pluripotentes ou

multipotentes segundo o seu potencial para diferenciacdo. O zigoto e as células
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derivadas das primeiras mitoses sao consideradas totipotentes, pois sdo capazes de
gerar células derivadas do endoderma, mesoderma, ectoderma e também tecidos
extra-embrionarios como o trofoblasto. Células pluripotentes, como as derivadas da
massa celular interna do blastocisto, podem dar origem a todas as células do
embrido. CT que originam linhagens celulares de folhetos embrionarios distintos séo
consideradas multipotentes. [40]

Acreditava-se que, em algum estagio precoce, as CT adultas sofressem uma
modificacdo irreversivel que as obrigasse a gerar apenas progenitores
comprometidos com linhagens celulares de seu tecido. Entretanto, hoje sabemos
gue essa dedicacao pode nao ser absoluta e que diversas populacdes de CT adultas
possuem capacidade multipotente. Esta propriedade de cruzar barreiras de linhagem
e gerar célula madura de um folheto embrionario distinto € denominada plasticidade.
O termo transdiferenciacdo, embora signifique transformacdo de uma célula ja
diferenciada em outra célula especializada distinta, é utilizado largamente como

sinbnimo de plasticidade na literatura referente a células tronco adultas. [40]

3.6.2 Células-tronco derivadas da medula 6ssea

Devido a dificuldade de obter numeros expressivos de CT adultas locais a
partir de certos tecidos (cérebro, coracéo, figado), o foco da pesquisa translacional
voltou-se para populacdes de CT mais acessiveis, como 0 sangue de corddo
umbilical, a placenta, o tecido adiposo e a medula 6ssea (MO). A MO é um 6rgéo de
elevada complexidade e contém varios tipos de células progenitoras.

As CT hematopoiéticas (HSC) constituem a populacdo multipotente melhor

caracterizada atualmente. [40] S&o capazes de diferenciacédo em todas as linhagens
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de células maduras do sangue e expressam, entre outros marcadores, CD45, CD34,
CD133 e c-kit. Podem ser obtidas tanto por aspiracdo da MO na crista iliaca como
por mobilizacdo com G-CSF (granulocyte colony stimulating factor). O G-CSF é uma
citocina com potente capacidade de mobilizacdo de células da MO, incluindo CT,
para 0 sangue periférico. Posteriormente, essas células podem ser coletadas por
aferese. As HSC também podem ser extraidas, em menor nimero, do sangue de
cordao umbilical. [5]

Quando células de um aspirado de MO séo colocadas em cultura, uma fracao
pode ser separada pela propriedade de aderéncia ao plastico. Desta fracdo, €
derivada uma populacéo heterogénea que inclui células mesenquimais e estromais
da MO, e caracteriza-se pela formacéo de colonias com morfologia semelhante a
fibroblastos em cultura. As células-tronco existentes nesta populacdo séao
denominadas células multipotentes mesenquimais estromais (MSC) e possuem
ampla plasticidade. Tipicamente ddo origem a adipdcitos, ostedcitos e condrocitos
sob estimulos apropriados e relatos mais recentes indicam que sdo capazes de
gerar linhagens epiteliais e derivadas do neuroectoderma. [41] Como as MSC néo
possuem um fenétipo especifico e podem ser extraidas de varios tecidos através de
diferentes métodos, foram recomendados critérios minimos para uniformizar a
definicdo de MSC em humanos. [42] As MSC podem ser expandidas em cultura a
partir da fracdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) para uso
clinico. [43]

Outro tipo de CTMO com grande potencial de aplicagéo clinica é a populagéo
de células progenitoras/tronco endoteliais (EPC). Possuem um precursor em comum
com as HSC, o hemangioblasto, e contribuem para o reparo tecidual em varios

orgdos através da angiogénese. [44] Diversas outras populacdes ja foram isoladas
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da MO, como as side population cells, caracterizadas pela exclusdo do corante
Hoechst, e as células progenitoras multipotentes adultas (MAPC). Entretanto, o
isolamento e caracterizacdo destas populacbes é pouco reprodutivel, o que

compromete sua aplicabilidade.

3.6.3 Mecanismos de regeneracao tecidual

Existem extensas evidéncias pré-clinicas respaldando o principio da
regeneracao tecidual de tecidos ndo-hematopoiéticos a partir de CTMO. [45-48] Na
altima década, diversos estudos elegantes documentaram a capacidade de
diferenciacdo das CTMO em células neurais, [46] musculo cardiaco [47] e
esquelético, [49] pele [50, 51] e hepatocitos. [48, 51-55] Em 2000, dois grupos
publicaram de forma independente o achado de hepatdcitos positivos para o
cromossomo Y em receptoras femininas de transplante de MO de individuo
masculino. De forma inversa, pacientes masculinos receptores de enxerto hepatico
de doador feminino também apresentaram um pequeno numero de hepatdcitos
positivos para o cromossomo Y. [52, 55] Mezey et al, estudando mulheres que
haviam recebido transplantes de MO de individuos do sexo masculino,
demonstraram ainda que células da MO podem penetrar no sistema nervoso e se
diferenciar em neurdnios. [46]

Verificou-se também que as HSC séo capazes de sofrer expansado, deixar o
seu nicho na MO e migrar para outros 6rgaos em resposta a leséo tecidual. Enzimas
proteoliticas (MMP) e citocinas séo liberados na circulacdo e a MMP-9, em
particular, degradam o fator derivado de célula estromal-1 (SDF-1) presente na MO.

E criado um gradiente de concentracdo de SDF-1 entre a MO e o 6rgéo lesado que
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estimula a liberacdo das CTMO, através da interacéo entre o SDF-1 e seu receptor,
o CXCR4. Ocorre, entdo, a migracdo e captacdo das CTMO no tecido alvo. No
figado, o recrutamento das HSC é facilitado pelo fator de crescimento de hepatocitos
(HGF) e pela interleucina-8. No caso especifico do recrutamento de MSC para o
figado, isto ndo esta bem caracterizado e ainda néo foi estudado in vivo. [6, 56]
Devemos frisar que diversos grupos, incluindo a nossa instituicdo, nao
encontraram contribuicdo significativa das CTMO para a regeneracao tecidual em
modelos animais de cirrose. [57-59] Em alguns destes estudos, quando houve
beneficio, a regeneracao celular foi tdo pequena que nao poderia explicar a melhora
funcional. Mais ainda, por detras da aparente transdiferenciacdo, o que ocorreria
seria a simples fusdo das CTMO com células nativas, resultando em restauracéo
total ou parcial de suas funcbes. [60, 61] Além da fusdo, outros mecanismos
postulados para o reparo tecidual relacionado a CTMO envolvem liberacdo de
fatores de crescimento e citocinas, imunomodulagéo e angiogénese. Esta complexa
interacao entre as CTMO e o microambiente do tecido-alvo recebe a denominagao
genérica de “efeito paracrino” e constitui o foco principal das investigacdes hoje.
Naturalmente, h4 um longo caminho a ser percorrido até que possamos

compreendé-lo de forma satisfatéria. [56]

3.6.4 Aplicacgéo clinica

Ensaios clinicos preliminares apresentaram resultados animadores e
demonstraram a seguranca da terapia com CTMO em cardiomiopatia isquémica, [62,
63] insuficiéncia arterial periférica, [64] acidente vascular encefalico, lesdo da

medula espinhal [65] e recentemente em doencas hepaticas. Ainda ndo estdo
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definidos quais tipos de CTMO séo mais apropriados para intervir em cada doenca e
0s protocolos clinicos ainda sao bastante heterogéneos. Particularmente em
doencas autoimunes, incluindo o diabetes mellitus tipo 1, o fundamento nao é
regenerar um oOrgao lesado com células progenitoras, mas sim substituir o sistema
imunologico através de quimioterapia ablativa antes da infusdo das CTMO. Pela
semelhanca com o classico transplante de células hematopoiéticas (HSCT) para o
tratamento de doencas malignas, a taxa de mortalidade e o potencial de
complicagcbes como a doenca enxerto versus hospedeiro (GVHD) sédo fatores

limitantes para a aplicagcdo mais ampla destes protocolos. [5]

3.6.5 Avaliacao da cinética celular

O rastreio do destino biolégico das CT infundidas in vivo é fundamental para a
avaliacdo dos efeitos e mecanismos de acao destas células, e principalmente para o
estudo da melhor via de infusdo. No momento, as técnicas de maior potencial
envolvem marcacdo com radioisétopo, nanoparticulas ferromagnéticas, manipulacao
de genes especificos e uso da tomografia com emissdo de poésitrons. [66] Os
estudos de marcacdo celular em modelos animais e em humanos encontram-se
mais avancados no campo da terapia celular em cardiologia e ainda nao existem
estudos que abordem a cinética celular em humanos com cirrose hepatica.
Goussetis et al constataram, curiosamente, que menos de 10% do radiotracador foi
detectado em areas de infarto do miocérdio infundidas com CT marcadas. O
restante da marcacao distribuiu-se principalmente entre figado e baco. [67] Gutfilen
et al. desenvolveram técnica original no Servico de Medicina Nuclear do

HUCFF/UFRJ para marcacdo de CMMO com Tecnécio-99m (99mTc) [58, 59]
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utilizada atualmente em nossos protocolos clinicos. Dados preliminares dos grupos
de Terapia Celular em Cardiologia e Neurologia de nossa instituicdo indicam que,
mesmo com infusdo de CTMO em sitios distantes como artérias coronarias ou

artéria cerebral média, o figado reteve a maior parte das células marcadas.

3.7 CELULAS-TRONCO EM HEPATOLOGIA

3.7.1 Células-tronco hepaticas

Ao contrario do que ocorre em outros tecidos como a pele e o intestino, em
situacbes de lesdo ou resseccdo a massa hepatica ndo € reconstituida
principalmente pela populacdo local de CT, e sim através da divisdo de hepatécitos
maduros. [1] Alguns autores chegam a considerar o hepatocito como a “célula-tronco
funcional” do figado, por sua capacidade de expanséo clonal praticamente ilimitada
e pela responsabilidade de renovacéo do parénquima na maioria das circunstancias.
[6, 68]

Quando a replicacdo hepatocitaria esta comprometida por senescéncia, leséo
hepética cronica ou, experimentalmente, por substancias inibidoras da mitose, o
compartimento de CT adultas locais assume o papel regenerativo. [69] Estas CT
pouco diferenciadas sdao denominadas células ovais em ratos e células progenitoras
hepéticas (HPC) em humanos. Estdo localizadas na vizinhangca dos canais de
Hering e sdo bipotenciais. A origem desta populacdo € controversa e ja foi aventada
a contribuicdo de CTMO [48] e de progenitores hepaticos enddgenos. [70, 71] Um
modelo conhecido para elicitar a resposta das CT locais é a administracdo de 2-

acetilaminofluoreno (2-AAF) seguida por hepatectomia parcial. A droga impede a
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entrada dos hepatécitos no ciclo celular em resposta a resseccao.
Consequentemente, a pressdo regenerativa é deslocada para as CT locais,
resistentes ao 2-AAF. A amplificacdo destas células produz uma reacgao ductular que

culmina na producédo de hepatdcitos e colangiocitos.

3.7.2 Mecanismos de interacao

O transplante de CTMO em modelo de ratos fumaril acetoacetato hidrolase
knockout (FAH(-/-)), que reproduz a tirosinemia hereditaria tipo 1, evidenciou a
geracdo de hepatécitos FAH-positivos por fusdo com progenitores da MO. [53, 60,
61] Foi obtida repopulacao do figado e correcdo de uma deficiéncia enzimatica fatal
através da terapia com CTMO, o que gerou bastante expectativa. No entanto, em
tentativas de reproduzir o experimento a formacao de novos hepatécitos ocorreu em
nivel muito pequeno para ser valorizado [60] e este resgate ocorreu principalmente
por fusdo de mondcitos derivados da MO com os hepatécitos doentes. [72] Ademais,
a pressao seletiva que ocorre neste tipo de modelo para manter a expansao celular
€ de improvavel ocorréncia in vivo. [73]

Ao invés de buscar a producdo de células funcionais, outros grupos voltaram
o foco de investigacdo para o efeito das CTMO no remodelamento da fibrose
hepética avancada. Além da perda de funcdo hepatocitaria, a hipertensdo portal
decorrente da fibrose responde por grande parte das complica¢des clinicas. Estudos
experimentais verificaram a reducdo da fibrose apés infusdo de CTMO durante
inducéo de lesdo hepatica, [74-76] o que € muito animador, porém este efeito néo foi

reproduzido no modelo animal desenvolvido em nossa instituicao. [58, 59]



40

3.7.3 Controvérsias

Questionamentos pertinentes sobre possiveis efeitos das CTMO no figado,
como riscos de piora da fibrose e aumento da incidéncia de CHC, ainda n&o foram
esclarecidos de forma satisfatoria. [6] Apesar da atencdo inicial dos pesquisadores
ter estado voltada para o efeito das CTMO sobre os hepatdcitos, diversos grupos
identificaram que a maior parte da influéncia das CTMO infundidas ocorria sobre
macrofagos, células estreladas e miofibroblastos, envolvidos na geracéo de tecido
fibrético no figado. Dados em animais e humanos apontam que as CTMO
contribuem funcionalmente para a piora da fibrose hepatica in vivo ao gerar células
estreladas e miofibroblastos. Isto seria especialmente preocupante no caso das
MSC. [77-79]

E discutivel se a infusdo de células do proprio individuo, minimamente
manipuladas, poderia causar cancer, mas existe substrato para controvérsias.
Certos autores consideram o cancer como uma “doenca de células-tronco”. As CT
locais seriam as Unicas capazes de persistir no tecido por tempo suficiente para
acumular as alteragcdes genéticas consecutivas necesséarias a carcinogénese. [80]
No caso do figado e de seu tumor primario mais frequente, o CHC, além de uma
populacdo local de CT bipotenciais (as HPC), suas proprias células funcionais séo
dotadas de longevidade e potencial de replicagdo a longo prazo. Portanto, existiria
mais de uma ceélula-alvo carcinogénica. [81] Além disso, Petersen et al relataram ha
10 anos que CTMO circulantes contribuem para o reservatério de HPC. [48] Ja
discutimos que quando ha repopulacdo hepatica pelas CTMO, o principal
mecanismo é a fusdo com células locais, levando a aneuploidia e instablidade

cromossomial. [73] Kashofer et al também demonstraram a formacédo de
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heterocarions instaveis ao infundir HSC humanas em ratos. [82] Apesar destes fatos,
ainda ndao ha evidéncia da participacao direta de CTMO na formacdo de tumores
[80] e tampouco da contribuicdo da terapia com CTMO para o aumento da incidéncia

de CHC na cirrose hepatica.

3.7.4 Tipos celulares e aplicabilidade

Existem multiplos mecanismos propostos para explicar a acdo das CTMO
sobre o figado, como transdiferenciacdo, fusdo, angiogénese, imunomodulacéo,
reducdo da fibrose, estimulo a proliferacdo celular. Na pratica, o pesquisador
escolhera para sua investigacdo o tipo de CTMO com o qual possui experiéncia
prévia ou que esta associado, na literatura, ao mecanismo de acao no qual tende a
acreditar. [6]

O balanco atual das evidéncias sugere que em situacdes de lesdo hepética
grave ou repetida as HSC contribuem de forma modesta para a geracdo de
hepatécitos, e principalmente por fusdo celular. [73] Entretanto, esta populacdo
parece fornecer citocinas e fatores de crescimento que estimulam a proliferacao
hepatocitaria através de mecanismos paracrinos. [83, 84]

A capacidade de transdiferenciacdo das MSC em células hepatdcito-like ja
esta estabelecida. [85, 86] Todavia, os dados sobre a diferenciacdo in vivo da MSC
sao contraditorios, com grupos proeminentes verificando resultados positivos [87-89]
e negativos. [57] Existem evidéncias crescentes a favor do efeito imunomodulatorio
das MSC, [90] e parece interessante a idéia de que possam modular a inflamacéo
do tecido hepético, atenuando a deposicdo de colageno e reduzindo as

complicagbes das hepatopatias. Apesar das promessas, estudos em ratos indicam a
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contribuicdo da MO para a formacéo de miofibroblastos em varios 6rgaos, incluindo
o figado, [77] e di Bonzo et al verificaram in vivo a transformacdo de MSC em
miofibroblastos nas areas de tecido cicatricial. As MSC apresentavam uma
probabilidade maior que dez vezes de gerar miofibroblastos que células hepatdcitos-
like. [91]

Ja foi sugerido que a fusdo mondcito-hepatocito seria suficiente para garantir
a repopulacao do figado, ndo sendo necessaria a presenca das HSC. [72, 84] Mais
ainda, as células mononucleares derivadas da MO (CMMOQO) parecem possuir a
capacidade de remodelar o tecido fibrético hepatico. [92] Considerando que a fracéo
mononuclear da MO é um conjunto de diferentes tipos celulares (HSC, linhagem
mielomonocitica, MSC, EPC) ainda nédo esta claro qual tipo celular estaria atuando

ou mesmo se haveria sinergismo entre populacdes.

3.7.5 Estudos clinicos

A maior parte dos estudos clinicos com CTMO em hepatologia ja publicados
sao pequenos e nao controlados. Segundo o site gerido pelo NIH ClinicalTrials.gov,
gue contém o registro de nosso estudo, ensaios clinicos sdo “estudos de pesquisa
biomédicos ou relacionados a saude realizados em seres humanos, que seguem um
protocolo pré-definido”. O grupo controle ndo é obrigatério. As fases mais precoces
de um ensaio clinico “avaliam uma droga ou tratamento experimental”. Na fase I, o
tratamento é testado em um grupo pequeno de individuos para avaliar seguranca,
identificar efeitos adversos e determinar uma janela segura de dosagem. Na fase I,
o tratamento é aplicado a um grupo maior de pessoas para avaliacdo da eficacia e

melhor avaliacdo de seguranca. [93] Quando o ensaio clinico avalia o efeito de um
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medicamento, a fase | pesquisa a farmacocinética e a seguranca da droga em
individuos saudaveis. A eficacia, posterior analise de seguranca e dose ideal em
pacientes enfermos s6 sao avaliadas na fase Il. [94]

Até o momento, temos conhecimento de 20 estudos clinicos investigando
efeitos das terapias com CTMO em hepatopatias. [95-113] Ha pontos-chave a serem
questionados para cada estudo: a finalidade, a escolha do tipo celular, a
fenotipagem do material infundido, o rastreio das células apos a infusédo e a
definicdo de desfechos apropriados. Houlihan et al realizaram em 2008 uma analise
critica dos ensaios clinicos publicados na area até entédo. Nesta revisdo, os estudos

foram didaticamente separados em 4 grupos: [6]

a) mobilizacdo de CTMO com G-CSF;
b) infusdo de CTMO autdlogas;
C) mobilizacdo com G-CSF, coleta e infusdo de CTMO

d) infusdo de CTMO visando viabilizacdo de hepatectomia.

Outros estudos ndo foram incluidos em sua revisao e optamos por descrevé-
los. [100, 102, 106, 108-110, 112, 113]. Os estudos mais relevantes abordando
especificamente CTMO autdlogas na cirrose hepatica em adultos serdo comentados

em separado e encontram-se resumidos na Tabela 1, a sequir.
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Mobilizacdo de CTMO com uso de G-CSF

O racional para a terapia com G-CSF na doencga hepatica cronica baseia-se
em estudos experimentais que verificaram um efeito regenerativo da droga sobre o
figado. Isto foi demonstrado em modelos de hepatectomia parcial [114] e de
agressao aguda e cronica com CCl,. Neste Ultimo, a promocdo de mecanismos de
reparo tecidual endégenos parece ser o mecanismo principal. [83]

Gaia et al investigaram a exequibilidade, seguranca e caracterizacdo das
CTMO apo6s mobilizagdo com G-CSF em cirrose hepética avancada. [96] Oito
pacientes com classificacdo de CP B e C e diametro esplénico menor que 17 cm
foram tratados com G-CSF (10 mcg/kg/dia por 3 dias) para induzir mobilizacao de
CTMO. Cinco sujeitos apresentavam cirrose de etiologia alcodlica com tempo
minimo de abstinéncia de 12 meses, e 0s demais, cirrose criptogénica. Pacientes
em lista de transplante ndo foram incluidos. Foi confirmada a mobilizagdo das CT em
todos os pacientes através da quantificacdo de células CD34+ e CD133+ no sangue
periférico antes e apdés o uso de G-CSF. Os dados de mobilizacdo e caracterizacao
de CTMO foram comparados com controles saudaveis (doadores de células
hematopoiéticas) e o niumero de células mobilizadas em pacientes com cirrose foi
significativamente menor. Isto foi atribuido tanto a presenca de hiperesplenismo
quanto a disfuncdo medular que ocorre na insuficiéncia hepatica, especialmente
alcoodlica. Ao final do seguimento (mediana, 8 meses; variacdo 5-17 meses), a
classificagdo de CP melhorou em 2 ou mais pontos em 4 pacientes, piorou em 1
paciente e continuou estavel nos 3 restantes. O escore MELD melhorou, de uma
mediana de 17,5 (variacdo: 11-20) para 14,5 (variacao 9-20). Foi observada melhora
clinica em 6 pacientes (reducao da ascite em 4 pacientes e dos episédios de EH em

2 pacientes). Um paciente foi submetido a 2 ciclos de G-CSF, com melhora de CP
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de C11 para B9 e dai para B8, sem eventos adversos, chamando a atencao para a
viabilidade de repeticdo do procedimento. O aumento do didametro do baco induzido
pelo G-CSF foi significativo, no entanto ndo houve rotura esplénica em nenhum
paciente, sugerindo a seguranca da droga. Criticas a este estudo, assim como a
quase todos os outros, sdo o0 curto tempo de seguimento, a auséncia de grupo
controle de pacientes com cirrose e 0 uso de critérios subjetivos de avaliacdo de
melhora (ascite e EH). A auséncia de esclarecimento do mecanismo de acao
envolvido e a impossibilidade de diferenciar o beneficio do efeito placebo séo tipicos
dos primeiros estudos clinicos realizados em figado.

A seguranca de doses crescentes de G-CSF foi avaliada por Lorenzini et al
em 8 pacientes com cirrose hepatica em avaliacdo para transplante. [112] Em 3
outros pacientes, foi examinada a exequibilidade de sesséo Unica de leucoaférese
para coleta de CTMO do sangue periférico e a eficacia do G-CSF em mobilizar
células CD34+ e CD133+. A dose oOtima de G-CSF para este fim foi de 15
mcg/kg/dia por 7 dias. Em apenas 8 dos 18 pacientes foi atingida mobilizacao
efetiva, e este fato ndo apresentou correlagdo com idade, etiologia, tamanho do
baco ou gravidade da doenca. A média de células CD34+ e CD133+ coletadas foi de
1,3 + 0,7 e 1,2 + 0,5 x 10°/ kg, respectivamente, que foram destinadas a
criopreservacdo sem intengao de reinfusédo. Foi confirmada a baixa capacidade de
mobilizacdo dos pacientes cirréticos em comparacdo com controles saudaveis
constatada por Gaia et al. Em doses de G-CSF > 6,6 mcg/kg, foi observada dor
O0ssea (67%) e febre (25%). Houve aumento de FA sem alteracdo de outros
marcadores de colestase. Uma reducao inesperada de AFP em todos os pacientes
nao encontrou correlagdo com outros parametros. N&o foi verificado aumento do

baco a USD e a leucoaférese foi bem tolerada. N&o foi verificada mudanga na
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funcd@o hepatica ou nos niveis séricos de SCF (stem cell factor), SDF-1 ou fator de
crescimento vascular e endotelial (VEGF). Todavia, os niveis de HGF elevaram-se
em comparacdo aos controles saudaveis, principalmente nos pacientes que
receberam a dose mais alta de G-CSF.

Di Campli et al selecionaram 24 pacientes com insuficiéncia hepatica crbénica
descompensada (por HDA, ascite ou EH), que foram randomizados para receber 5
ou 15 mcg/kg/dia de G-CSF por 6 dias. [100] A capacidade do G-CSF de mobilizar
células CD34+ nos pacientes estudados foi confirmada, apdés comparacdo com
controles sadios. O efeito adverso relatado mais marcante foi dor 0ssea, em 30%
dos pacientes e controles. A terapia mostrou-se segura mesmo nas doses maiores,
qgue foram associadas a melhores taxas de mobilizacdo, tornando atraente a coleta
de CTMO no sangue periférico. No entanto, ndo foi demonstrada melhora funcional
ou bioquimica nos pacientes tratados. Um ponto interessante foi a correlacdo
positiva da mobilizacdo celular com a expressdo de receptores de superficie
relacionados ao homing, como o receptor do SDF-1 (CXCR4), receptor de VEGF tipo
1 (VEGFR-1) e very late antigen type 4 (VLA-4).

Spahr et al estudaram os efeitos a curto prazo do G-CSF na mobilizacdo de
CT CD34+, na proliferagdo de células hepaticas e na funcdo hepética de pacientes
com esteato-hepatite e cirrose alcodlicas. [106] Vinte e quatro pacientes com média
de idade de 54 anos, escore CP de 7 a 12 (média 10) e esteato-hepatite alcodlica
comprovada por biépsia foram randomizados para receber G-CSF 10 mcg/kg/dia por
5 dias (n = 13) ou tratamento convencional (n = 11). O G-CSF foi bem tolerado. As
biopsias foram repetidas ao dia 7 de seguimento e as HPCs proliferantes (dupla
marcacao Ki67/citoqueratina 7), aspecto histolégico e neutrofilos foram reavaliados.

Pacientes com cirrose alcodlica em abstinéncia foram utilizados como controles para
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a analise imunohistoquimica. Neutrofilos e alteracfes histologicas foram similares
nos dois grupos. Foi verificado um aumento maior que 50% nas HPCs proliferantes
na bidpsia do dia 7, e as mudancas observadas nas células Ki67+/citoqueratina 7+
acompanharam as mudancas nas ceélulas CD34+. Estes achados néo foram

traduzidos em melhora funcional.

Infusdo de CTMO autélogas

ApOs o estudo experimental de seu grupo em que a infusédo de CTMO elevou
niveis de albumina, reduziu fibrose hepatica e comprovou transdiferenciacdo em
hepatdécitos, [74] Terai et al incluiram 9 pacientes com cirrose hepéatica em um
estudo clinico no Japado. [98] A média de idade foi de 62 anos, a etiologia foi
principalmente HBV ou HCV e o escore CP variou entre 7 e 10. Foram aspirados
400 mL de MO da crista iliaca, de onde foi isolada a fragdo de CMMO e infundida
em veia periférica (média de 5,2 x 10%). Todos os pacientes apresentaram febre
apos a infusdo celular, que pode ser atribuida a contaminagcdo do material com
neutrofilos. Os pacientes foram acompanhados por 6 meses e foi relatada elevacéo
significativa dos valores de albumina e queda do peptideo pré-colageno Il (PllIP) ao
final do periodo. Houve queda minima do valor médio do escore CP de 8,4 para 7,4.
Foram realizadas bidpsias hepaticas guiadas por US em 3 pacientes antes da
infusdo e ao final do primeiro més. A analise imunohistoquimica para AFP e
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) mostrou aumento evolutivo da
expressao, sugerindo que a regeneracdo hepatica foi intensificada.

Lyra et al [103] aplicaram protocolo bastante semelhante ao utilizado nesta

dissertacdo, em 10 pacientes com cirrose hepatica e indicacdo de transplante.
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Foram aspirados 50 mL de MO da crista iliaca, e separada a fracdo de CMMO do
material por centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Paque. A infuséo foi realizada por
cateterismo e arteriografia de tronco celiaco. Os pacientes foram avaliados 1 e 4
meses apos a infusdo. O nivel médio de BT caiu 21% no més 1 e 24% no més 4 em
comparacao com os valores de base. O valor médio da albumina elevou-se em 7%
ao final do seguimento. O INR n&o apresentou mudancas significativas (queda de
3%). Um episodio de EH foi relatado em paciente com outros eventos prévios. O uso
de CMMO néo separadas certamente ndo ajuda no esclarecimento do tipo celular
responsavel pela melhora. O mesmo grupo ampliou a coleta de dados anterior e
divulgou em congresso um estudo envolvendo 30 pacientes, em que 15 fizeram
parte de um grupo controle. [111] Os pesquisadores relataram que este grupo foi
criado por randomizacdo, sem mascaramento, com tempo de seguimento de 3
meses. Os resultados referentes a albumina e INR foram semelhantes ao estudo
anterior, porém desta vez o escore de CP foi avaliado. Houve reducdo de 8% no
grupo tratado comparada com aumento de 2% no grupo controle, ao final do
seguimento. Este relato consiste em um resumo apresentado em congresso e
desconhecemos sua publicagdo em revista indexada. Por caréncia de dados, sua
interpretacéo e valorizagao ficam prejudicadas.

Em um estudo pediatrico pioneiro, Gupta et al realizaram infusdo de CMMO
em 12 pacientes com cirrose hepética e 17 com meningomielocele. [102] No braco
das hepatopatias, as etiologias foram atresia de vias biliares, colestase neonatal e
cisto de colédoco. As idades variaram entre 1,5 e 9 meses. Foram utilizadas CMMO
separadas da MO, aspirada da crista iliaca. As células CD34+ foram contadas
apenas (média de 3 x 10), e infundido o total das CMMO isoladas na artéria

hepética ou veia porta. Houve 5 Obitos, atribuidos a evolugdo da doenca, e a
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evolucdo dos pacientes restantes foi considerada favoravel durante o seguimento (3
a 12 meses). Trés pacientes foram submetidos a bidpsia no sexto més pos infusdo e
apresentaram melhora histolégica da fibrose.

Khan et al assumiram uma estratégia diferente [113] e realizaram mobilizacao
com G-CSF antes da aspiracdo de MO. Em 4 pacientes com cirrose por hepatite
viral (3 HCV, 1 HBV) foram separadas as células CD34+ e infundidas na artéria
hepatica. Nausea, vomito e dor local foram o0s Unicos eventos adversos poés
arteriografia. O seguimento foi de 6 meses a 1 ano. Foi observada queda dos niveis
de BT assim como elevacao da albumina em 3 pacientes.

Um grupo da Universidade de Teerd selecionou 4 pacientes com cirrose
descompensada, em lista de transplante hepatico, para receber infusdo de CTMO
autologas. [104] Infeccdo pelo VHC e historia de uso de alcool foram considerados
critérios de exclusdo. A média de idade foi 47,75 anos (40-53). Foram aspirados 200
mL de MO da crista iliaca e a fracdo de CMMO foi enriquecida com células CD34+.
Cada paciente recebeu em média 5,25 x 10° células CD34+, infundidas na artéria
hepética. Um paciente apresentou piora da fungcdo renal 5 meses apls o
procedimento, e a correlacdo entre os dois eventos ndo esta clara. O paciente 4
desenvolveu insuficiéncia renal logo apés o procedimento e faleceu antes de realizar
o transplante hepatico. Os pacientes restantes foram acompanhados por 6 meses, e
apesar das tendéncias de elevagcao da albumina (3,07 para 3,37 mg/dL) e reducéo
do TAP (17,8 para 16,1 s), o escore MELD aumentou de 16 para 17 ao final do
seguimento. Ap6s o 6bito do paciente 4, a inclusdo de novos sujeitos foi
interrompida. Neste caso, a piora da funcdo renal péde ser atribuida ao uso de

contraste iodado utilizado no método de infusdo das CT na artéria hepatica
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(arteriografia de tronco celiaco). A paciente possuia ascite tensa, fator de risco para
SHR, e niveis de Cr pré procedimento de 1,37 mg/dL.

Um estudo recente conduzido pelo mesmo grupo incluiu 0 mesmo numero de
pacientes e manteve os critérios de inclusdo e exclusao. [107] Apds separacao das
CMMO, foi selecionada uma populacéo de MSC e expandida ex vivo por cultura. Um
paciente apresentava hepatite auto-imune inativa e o0s 3 restantes, cirrose
criptogénica. O volume aspirado da MO, por anestesia local, foi menor (80-100 mL).
Apos a infusao periférica das MSC em 30 minutos, os pacientes foram liberados no
mesmo dia, em um interessante desenho de intervencdo ambulatorial. O grupo
optou pelo uso de antibiotico profilatico (vancomicina, 1g) devido a manipulacdo
prolongada do material por mais de uma semana. A media de MSC infundidas foi de
31,7 x 10° e o tempo de seguimento foi estendido para 12 meses. A média do escore
MELD de base foi de 23, caindo para 20 ao final do estudo. A volumetria hepatica foi
avaliada e aumentou evolutivamente em 3 pacientes. Questionarios Short Form-36
também foram aplicados e houve melhora de qualidade de vida em todos os
pacientes. O fato de todos os pacientes terem permanecido vivos e com escore
MELD melhorado por 1 ano, em lista de transplante, sdo animadores enquanto
valorizagéo da terapia regenerativa como ponte para o transplante. No entanto, deve

ser mantida cautela quanto ao uso clinico de MSC com fins de regeneracgéo tecidual.

Mobilizacdo com G-CSF, coleta e infusdo de CTMO

Apo6s mobilizagdo com G-CSF, Gordon et al isolaram do sangue periférico de

5 pacientes com cirrose hepatica fora de critérios para transplante uma

subpopulacdo de células CD34+ aderentes ao plastico. [97] Ao serem expandidas
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em cultura, estas células expressaram diversos genes associados a diferenciacéo
em hepatocitos. Também demonstraram multipla capacidade de diferenciacao in
vitro tipica de CT/progenitoras. Estes pacientes foram incluidos em um estudo de
fase 1 investigando seguranca e exequibilidade da infusdo autéloga destas células
apos mobilizacdo de G-CSF (520 mcg/dia por 5 dias) e leucoaférese. Receberam 1 x
10° a 2 x 10° células através da veia porta (3 pacientes) ou da artéria hepatica (2
pacientes). Todos os pacientes apresentaram plaquetopenia, como pode ocorrer
apos a leucoaférese, revertida espontaneamente apés 1 semana. Foi publicado em
seguida um estudo relatando o seguimento destes pacientes em 12 meses, por
Levicar et al. [105] Houve tendéncia a queda dos niveis de bilirrubina e aumento da
albumina (2,9 para 3,3 mg/dL), com sobrevida de todos os pacientes até o final do
seguimento. O grupo tomou um passo a frente e acrescentou ao protocolo a
expansao em cultura de células CD34+. [109] Neste estudo, foram incluidos apenas
pacientes com cirrose de etiologia alcodlica (n = 9) e abstémios ha pelo menos 6
meses. A expansao durou 7 dias, foi considerada exequivel e amplificou a contagem
de células CD34+ em 5 vezes. Optou-se pela infusdo na artéria hepatica (ramo
direito) para assegurar o homing celular. O seguimento foi de 3 meses, com queda
dos niveis de BT e CP. USD e TC demonstraram resolu¢cdo da ascite em 3
pacientes, possibilitando a suspensdo do diurético em 2 deles. Nao foi avaliado o
escore MELD. N&o houve eventos adversos além de dor no local da infusdo e
plaquetopenia pés aférese.

Yannaki et al reportaram 2 pacientes com cirrose alcodlica descompensada
gue receberam infusdes periféricas de células autélogas mobilizadas com G-CSF. A
dose administrada foi de 10 mcg/kg/dia por 4 a 5 dias, seguida por leucoaférese. As

células CD34+ foram identificadas no material infundido, mas ndo foram separadas e
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0s pacientes receberam células ndo selecionadas. O paciente 2 foi submetido a 3
sessOes de mobilizacéo, sendo que no primeiro paciente a leucoaférese nao foi bem
tolerada por hipovolemia. Houve aumento do baco em ambos os pacientes em 3 das
6 sessdes de mobilizacédo, sem rotura, e foi citado o estudo de Gaia como referéncia
de seguranca. Também neste estudo houve mobilizacdo menor que a desejavel de
células CD34+. Houve melhora dos escores CP e MELD ao final do seguimento.
Para o paciente 1, de 12 e 23 para 9 e 17, respectivamente; para o paciente 2, de 8
e 14 para 7 e 9, respectivamente. Houve ainda reducdo marcante no niumero de
internacdes. A melhora clinica foi associada a reducao da interleucina 6 e receptor 1
soluvel do fator de necrose tumoral, citocinas associadas a pior prognostico na
cirrose alcoolica. Foi sugerido o aumento da angiogénese hepatica, devido a
elevacdo dos niveis VEGF observados no paciente 1. O paciente 1 nao foi biopsiado
devido a coagulopatia, e no paciente 2 ndo foi verificada melhora da fibrose em
biopsias hepaticas 1 e 2 anos apds o protocolo. E dificil determinar se a melhora
marcante apresentada pelo paciente 2 pode ser atribuida a terapia celular ou a
interrup¢cdo do consumo de éalcool 8 meses antes da inclusdo no protocolo. Foi
sugerido pelo revisor um periodo maior de abstinéncia para assegurar a validade
dos efeitos do procedimento.

Yan et al estudaram em pacientes com cirrose descompensada por HBV a
diferenciacdo de mondcitos de sangue periférico em hepatécitos. [110] Em um
estudo piloto com 2 pacientes, foi demonstrada melhora clinica persistente por mais
de um ano apds o procedimento, o que motivou um ensaio clinico com 40 pacientes
(31 masculinos e 9 femininos, idade 21-71 anos), randomizados em 2 grupos. [108]
O grupo 1 recebeu mobilizacdo com G-CSF, coleta por leucoaférese e infusdo de

mondcitos mobilizados do sangue periférico. O grupo 2 recebeu apenas mobilizagédo
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com G-CSF por 4 dias. Apos 6 meses de seguimento, foi observada em ambos os
grupos melhora dos niveis de albumina e do TAP. Nao houve mudanca significativa
dos niveis de BT. No grupo 2, os niveis de albumina foram mais altos e tambéem
houve reducdo do CP. Segundo os autores, ndo houve eventos adversos graves.

Neste ultimo subgrupo de estudos, apesar da diversidade entre etiologias da
cirrose e da fracdo celular escolhida, todos relataram alguma melhora da funcéo
hepatica. A expansdo das células CD34+ em cultura [109] foi uma forma de
contornar o problema da baixa mobilizacdo celular na cirrose, embora a expanséo
de células seja dispendiosa e pouco exequivel em nosso meio.

Seja de forma isolada ou pré coleta celular, em todos os estudos em que foi
utilizado o G-CSF houve preocupacdo em demonstrar a seguranca da droga. Apesar
de observado aumento transitorio do diametro do baco na maioria dos pacientes, em
nenhum estudo houve rotura esplénica e a droga foi bem tolerada. [96, 99, 100, 105,
106, 108, 112, 113] Esta citocina pode ser uma ferramenta valiosa no futuro como

rotina de recrutamento celular na insuficiéncia hepatica.

Infusdo de CTMO visando viabilizagdo de hepatectomi a

am Esch et al [95] conduziram um estudo para avaliar o efeito da infusdo de
células CD133+ na regeneracdo hepética apds embolizacdo seletiva da veia porta, a
fim de permitir hepatectomia direita estendida em pacientes com tumor hepético. Os
6 pacientes foram incluidos de forma consecutiva e divididos em 2 grupos néo
comparaveis. Os tumores variaram entre primarios (CHC, colangiocarcinoma) e
metastaticos (c6lon, neuroenddcrino) e nenhum paciente possuia cirrose subjacente.

As CTMO foram obtidas por aspiracdo da MO e a fracdo mononuclear foi
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enriqguecida com células CD133+ por meio automatizado. As células foram
infundidas nos ramos nao ocluidos da veia porta (segmentos Il e Ill) apos a
embolizacdo. Posteriormente, o ganho de volume no lobo esquerdo foi avaliado por
TC através de volumetria. Houve aumento significativo do volume remanescente no
grupo que recebeu a infuséo celular em relacado ao outro grupo, e 0os 3 pacientes do
grupo tratado puderam ser submetidos a hepatectomia.

O protocolo foi aplicado pelo mesmos investigadores [101] com 6 pacientes
no grupo tratamento portadores de hepatopatia subjacente (esteatose, fibrose ou
hepatotoxicidade por quimioterapia). Sete pacientes considerados viaveis para
receber tratamento convencional (apenas embolizacdo) foram considerados
controles. Novamente houve maior ganho de volume no lobo esquerdo no grupo

tratamento.

3.7.6 Avaliando seguranca em ensaios clinicos

Um evento adverso é definido como qualquer ocorréncia desfavoravel e nao
intencional em um sujeito que tenha recebido um produto farmacolégico ou
bioldgico. O evento pode ou ndo estar relacionado ao uso do produto em questao,
[115] a idéia é reportar sempre, analisar depois. Por definicdo, um evento adverso é
considerado grave quando leva ao Obito, hospitalizagédo, incapacidade funcional ou
anomalia congénita. Eventos que ndao se enquadrem nestes critérios podem ser
considerados graves quando constituam ameaca ao paciente ou demandem
intervencao clinica ou cirdrgica. [115]

Na terapia com CTMO em doencas hepaticas, eventos adversos podem

ocorrer em diversas etapas dos protocolos e irdo variar segundo a metodologia



56

utilizada. Ainda ndo existem na literatura tentativas de normatizar a avaliagdo de
seguranca nesta populacdo e a heterogeneidade das metodologias empregadas
certamente contribuem para isto. A avaliacdo de seguranca ja foi extensamente
discutida para o procedimento de transplante de células-tronco hematopoiéticas
(HSCT). [115] Como o HSCT pode ser a uUnica alternativa de cura para doencas
hematolégicas malignas, € aceita uma frequéncia alta de eventos adversos em
nome da relacdo risco-beneficio, como a GVHD. Naturalmente, ndo é possivel
extrapolar este padrdo de aceitacdo para a pesquisa da terapia com CTMO em
doencas cronicas e a questdo merece discussao mais ampla.

O grau de invasado do paciente cirrético em cada estudo clinico merece
especial atencdo. Um protocolo pode envolver procedimentos como anestesia geral,
arteriografia e acesso a veia porta por puncdo. O risco anestésico e cirargico do
paciente com cirrose, mesmo em procedimento ndo-hepatico, é elevado e anestesia
geral pode provocar isquemia hepatica relativa com repercussées clinicas. [116] A
intubacédo orotraqueal protege contra broncoaspiracdo e de garante via aérea segura
durante procedimento invasivo mas néo é livre de complica¢des, como trauma de
vias aéreas. |ldealmente, a anestesia local deveria ser empregada em caso de
aspiracao da MO.

A via de infusdo invasiva, como diretamente em vasos hepaticos, acrescenta
risco ao protocolo clinico porém com aumento potencial do estabelecimento das
células no figado. Pode ser realizada por puncdo ou dissecgdo cirargica da veia
porta ou cateterismo da artéria hepéatica. Embora a maior parte do fluxo sanguineo
no figado saudavel seja proveniente da veia porta, € notdvel o aumento da
contribuicdo da artéria hepética na cirrose, tornando-a via atraente. Entretanto, a

morbidade da arteriografia pode ser significativa na cirrose hepatica, devido aos
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disturbios de coagulacdo e risco de insuficiéncia hepatica aguda no caso de
complicacdo vascular. Devemos ter em mente que o procedimento envolve uso de
contraste iodado que, mesmo em sua forma nao-ibnica, oferece risco de
deterioracédo da funcao renal. A manipulacéo por cateter pode resultar em disseccao
da camada intima secundaria é reversivel na maioria das vezes. Quando isto nao
ocorre, pode resultar em ocluséo arterial ou estenose. Por este motivo, a trombose
de veia porta é classicamente uma contraindicacdo relativa para cateterizacdo da
artéria hepatica. [117] A transfusdo de plasma e plaquetas pode ser necessaria para
a realizacdo da arteriografia em pacientes com cirrose. Embora hoje o risco de
infeccdo transmitida por hemoderivados tenha caido, reacdes transfusionais leves
(exantema, febre, calafrios, broncoespasmo) e graves (anafilaxia, hemolise, injuria

pulmonar) podem ocorrer. [118]
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de um ensaio clinico de fase I, unicéntrico. [93]

4.2 CASUISTICA E CAPTACAO DA AMOSTRA

Foram avaliados para inclusdo pacientes com diagnostico de cirrose e
insuficiéncia hepatica atendidos nos Ambulatérios do Servico de Hepatologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — HUCFF/UFRJ, no periodo de outubro de 2005 a dezembro de 2006.
Utilizamos o processo de busca ativa através da analise de prontuarios deste
Ambulatério e recebemos pacientes encaminhados do Ambulatério de Pesquisa em
Cirrose Hepatica, coordenado pelas Profs. Cristiane Vilella e Renata Perez.

O estudo foi originalmente desenhado para inclusdo de 30 pacientes, que

seriam divididos por randomizagdo em grupo intervencao e grupo controle.

Critérios de inclusao

 |dade de 18 a 75 anos;

» Cirrose com insuficiéncia hepatica crbnica de qualquer etiologia com

indicacdo de transplante hepatico, ainda que fora de listagem oficial por

limites de idade ou co-morbidade;
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» Classificacdo de CP de B7 a C10 e escore MELD menor que 20;

* Abstinéncia do uso de alcool por, pelo menos, 1 ano;

» Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusao

* Expectativa de realizacdo de transplante hepatico com doador cadaver em

menos de um ano;

» Expectativa de realizacdo de transplante hepatico intervivo;

e Coagulopatia com INR >2,0 ou plaguetometria <40.000;

* Encefalopatia hepatica descompensada,;

* Trombose de vasos hepéticos;

» Evidéncias laboratoriais ou radioldgicas de CHC,;

» Insuficiéncia cardiaca, arritmias ou doenga coronariana descompensadas;
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* Insuficiéncia renal com creatinina acima de 2 mg/dL;

* Neoplasias malignas exceto cancer de pele ndo-melanoma;

* Doencas hematoldgicas primarias;

* Dependéncia de suporte organico, como circulatério, ventilatério ou dialitico;

* Sepse;

e Anti-HIV positivo;

 Gravidez;

» Participacdo em outro ensaio clinico.

4.3 ASPECTOS ETICOS

O estudo obteve aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa local (CEP

109/05) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (Protocolo de Pesquisa n°

12573 — CONEP), e foi registrado no portal ClinicalTrials.gov (ID NCT00382278).

A inclusdo de cada paciente no projeto foi realizada apds esclarecimentos

sobre os objetivos e procedimentos por parte dos pesquisadores (Pesquisador

Responséavel Prof. Guilherme Rezende e aluna de mestrado Dra. Bianca Guaraldi) e
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leitura conjunta do Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE), com
posterior assinatura por sujeito e pesquisador. (Anexo 1).

Ao longo da execucdo do estudo, relatorios regulares foram enviados ao
sistema CEP/CONEP e a uma Comissdo Independente Multidisciplinar de
pesquisadores da UFRJ. Estas comissbes poderiam determinar a imediata

interrupcdo do estudo a qualguer momento, caso julgassem necessario.

4.4 AVALIACAO PRE INCLUSAO

A avaliacdo pré inclusdo consistiu em anamnese, exame fisico, avaliacdo
laboratorial preliminar, USD e TC/RM com estudo dinamico. A avaliacao preliminar
consistiu em hemograma e dos seguintes exames em soro: proteinas totais e
albumina, bilirrubinas, TAP, AST, ALT, FA, GGT, sddio, potassio, uréia, creatinina,
AFP. Foram considerados véalidos os exames laboratoriais dos ultimos 30 dias e os
exames de imagem dos ultimos 3 meses. Foram aceitos exames realizados em
outras instituicdes. Os objetivos foram confirmar o diagndstico de cirrose hepética e
o escore CP, detectar co-morbidades previstas nos critérios de exclusdo e afastar
trombose de vasos hepaticos e CHC.

ApOGs esta avaliagéo inicial e assinatura do TCLE, duplas consecutivas de
pacientes foram reconvocadas e submetidas a randomizacéo, na presenca de
testemunhas, por método simples (lance de moeda ou sorteio). Os pacientes foram,

entdo, alocados nos grupos intervencgéo ou controle.
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4.5 PROTOCOLO DE INTERVENCAO

Admissao hospitalar (DO)

Quando alocado para o grupo intervencao, o paciente foi admitido na véspera
do procedimento, sendo esse considerado o DO de protocolo. Neste dia, o paciente
foi submetido a avaliacéo clinica, visita pré anestésica e USD de vasos hepaticos.

Em caso de uso prévio de diuréticos ou metformina, as medicacbes foram
interrompidas no dia anterior & admissédo. Foi realizada hidratacdo venosa com
solucéo salina (1000 mL em infusdo continua, 12 horas antes e 12 horas apos o final
da intervencéo) e em caso de diabetes mellitus (DM) ou elevacgéo prévia de escérias
nitrogenadas (Cr > 1,3 mg/dL), os pacientes receberam hidratacdo com solucao

bicarbonatada para profilaxia de nefropatia por contraste iodado.

Aspiracdo da medula 6ssea (D1)

Antes do encaminhamento ao centro cirdrgico, foram coletadas amostras de
sangue para exames laboratoriais e obtencdo de soro aut6logo para suspenséo das
CMMO. Em centro cirdrgico, procedeu-se a anestesia para a aspiragdo de MO apos
avaliacdo do anestesista responsavel, alocado pelo Servico de Anestesiologia do
HUCFF em sistema de rodizio. Na possibilidade de realizagdo do procedimento sob
anestesia local com sedacao, esta foi preferida, devido ao menor risco anestésico.
De acordo com o parecer do anestesiologista, poderia ser dada a preferéncia pela
anestesia geral. Em decubito ventral, foram realizadas assepsia e antissepsia na
regido de ambas as cristas iliacas poéstero-superiores e realizadas cerca de 20
aspiragbes (10 em cada crista iliaca), obtendo-se um total de 100 ml de MO,

conforme protocolo utilizado pelo Servico de Hematologia do HUCFF. [119] Apés
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observacdo na Unidade de Recuperacdo POs Anestésica, 0 paciente foi

encaminhado ao quarto.

Separacao de células

O material proveniente da aspiracdo chegou ao Laboratério de Marcacao de
Células e Moléculas do Servico de Medicina Nuclear do HUCFF em 20 seringas
heparinizadas contendo 5 mL de aspirado de MO em cada. Apos filtracdo de
coagulos, gordura e espiculas Osseas, foi iniciada a separacdo de células por
centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Paque 1.077 g/mL. O anel foi diluido em
albumina a 5% e soro autdlogo em um total de 20 mL, com contagem minima
esperada de 5 — 10 x 10’ células para a infusdo. Esta técnica é a mesma utilizada
por nossos colaboradores na linha de pesquisa de terapia celular em cardiologia.
[63]

Da solucéo contendo as CMMO, foram retiradas pequenas aliquotas para:

= contagem celular,;

» imunofenotipagem por citometria de fluxo em aparelho BD FACSCanto™
classe 1, realizada no Laboratério de Terapia Celular do Instituto Nacional de
Cardiologia;

» culturas (germes comuns e fungos), encaminhadas ao Laboratério de
Bacteriologia do HUCFF,;

* marcacdo celular com radioisétopo.

Marcacdo das CMMO com radiois6topo
Uma aliquota (10%) da solugéo final contendo as CMMO foi incubada com

500 ul de cloreto estanoso (SnCl;) em NaCl 0,9% por 10 minutos em temperatura
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ambiente, conforme técnica desenvolvida no Servico de Medicina Nuclear do
HUCFF/UFRJ. A seguir, as células foram incubadas por mais 10 minutos com 45
mCi de Tc99m. Apos centrifugacdo (500 x g por 5 minutos), o sobrenadante foi
removido e lavado novamente com solucdo salina. A viabilidade das células
marcadas foi avaliada pelo teste de exclusdo vital com azul Trepam. As células
marcadas foram agregadas ao restante da suspensdo de CMMO, sendo a solucao
final transferida para duas seringas de 10 mL encaminhadas a Unidade de

Hemodinamica.

Infusdo da solucao final por arteriografia

Aproximadamente 3 horas ap0s aspiracdo da MO, o paciente foi submetido a
arteriografia de tronco celiaco através de puncdo da artéria femoral, com técnica
semelhante a de quimioembolizacédo arterial para CHC. [117] Foi realizada reserva
de plasma fresco congelado e concentrado de plaquetas conforme os niveis de
seguranca observados na pratica clinica (TAP < 50%, plaquetometria < 50.000) e a
transfuséo foi indicada a critério do Radiologista Intervencionista responsavel.

A liberagdo da solugéo final contendo as CMMO foi realizada em injecao
lenta, preferencialmente na artéria hepética propria. A injecdo de contraste iodado
apos liberagéo da solucgéo final foi evitada por risco presumido de toxicidade celular

por hiperosmolaridade.

Avaliacao cintilogréfica (D1 e D2)
Os pacientes foram submetidos a cintilografia de corpo inteiro no Servigo de
Medicina Nuclear do HUCFF 3h e 24h apés o término da infusdo das CMMO para

avaliacdo do grau de retencédo do radioisétopo no figado.



65

Avaliacao por USD e alta (D3)

Foi realizado USD de vasos hepaticos 48 horas apés a infusédo celular, para
avaliacdo de parametros hemodinamicos e deteccdo de possiveis complicacoes
vasculares. Durante a internacédo, foram realizados avaliacbes clinicas e exames
laboratoriais diarios, e o paciente, estando em condi¢des de alta, foi liberado apos 3

dias de observacéo.

4.6 PROTOCOLO DE SEGUIMENTO

Foi estipulado um tempo de seguimento de 12 meses, sendo utilizados
parametros clinicos, laboratoriais, exames de imagem e avaliacdo da hemodinamica

hepatica por USD.

Exames laboratoriais
Foi realizada coleta de sangue para exames laboratoriais diariamente durante
0 periodo da intervencao e a cada visita ambulatorial de seguimento. A quantificacdo

desses parametros foi realizada no laboratério de analises clinicas do HUCFF.

Exames de imagem

Foram realizados exames seriados de USD (Quadro 2). O equipamento de
ultra-sonografia utilizado foi da marca Siemens modelo G50, com sonda convexa
multifrequencial de 2-5 MHz.

Foi repetida a TC de abdome superior com estudo dindmico ao final do

seguimento para avaliar surgimento de lesdes focais hepaticas. Em pacientes com
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historia de reacao alérgica a frutos do mar ou medicamentos, foi realizado preparo
com corticéide e anti-histaminico conforme esquema preconizado pelo Servico de
Anestesiologia do HUCFF. Foram aceitos TC e RM realizados em outros servi¢os
segundo julgamento dos pesquisadores. O protocolo de seguimento esta detalhado

no Quadro 2.

Quadro 2. Protocolo de seguimento

Exame Pré DO D1 D2 D3 D7 D14 | D30 | D45 | D60 | D90 [D120 | D180 | D270 | D360
consulta

hemograma

albumina

bilirrubinas

TAP

pTT
AST
ALT
FA
GGT

sédio

potassio

uréia

creatinina

glicose

AFP

ferro

ferritina

TIBC

colesterol

triglicérides

T4 livre
TSH
UsD

cintigrafia

Os quadros nao hachurados equivalem aos exames realizados em cada visita.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis numericas foram apresentadas individualmente ou expressas por
meédia, desvio-padrdo e mediana, quando pertinente. ApOs consultas com
estatisticos da instituicdo, devido ao reduzido numero de pacientes foi realizada
apenas analise descritiva. Foram construidas curvas de tendéncia para as variaveis

numericas ao longo do seguimento.

4.8 ANALISE DE EXEQUIBILIDADE E SEGURANCA

A exequibilidade foi avaliada no contexto de um protocolo de pesquisa
multidisciplinar invasivo, complexo, envolvendo seres humanos e executado com 0s
recursos técnicos de um hospital publico.

A avaliacdo de seguranca foi realizada prospectivamente com a coleta de
dados clinicos, laboratoriais e radiolégicos. Os procedimentos invasivos foram
sempre acompanhados por pelo menos um dos pesquisadores (aluna e/ou
orientador). Os pacientes foram cuidadosamente monitorados para ocorréncia de
eventos adversos.

Os seguintes eventos foram considerados possiveis em cada etapa do

protocolo:

« TC ou RM: nausea, vomito, exantema, angioedema, reacdo anafilactdide e
nefropatia secundarios ao contraste iodado.
« Ato anestésico: trauma de intubacdo orotraqueal, broncoaspiracéo,

insuficiéncia respiratéria aguda, instabilidade hemodindmica, evento
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cardiovascular isquémico ou hemorragico, arritmia cardiaca, piora da funcao
hepatica no periodo pds-operatoério precoce.

e Aspiracdo de MO: dor, equimose ou hematoma nos sitios de puncéo; queda
do hematdcrito com repercussao clinica.

 Arteriografia de tronco celiaco: dor, equimose, hematoma ou infeccédo no sitio
de puncdo femoral; vasoespasmo, trombose, disseccdo, estenose ou
aneurisma em quaisquer dos vasos manipulados; reacbes secundarias ao
contraste iodado; instabilidade hemodinamica; transfusdo de hemoderivado.

 Infuséo celular: febre, bacteremia, choque séptico.

Foram considerados eventos adversos graves: complicacdo vascular
permanente secundaria a manipulacdo por cateterismo; insuficiéncia renal aguda;
choque; insuficiéncia hepatica com indicacdo de transplante de urgéncia; elevacéo
progressiva de AFP; ndédulo hepético novo compativel com CHC e ébito.

Outros eventos nao previstos foram avaliados e classificados de acordo com

a morbidade.
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5 RESULTADOS

5.1 REESTRUTURACAO DO DESENHO

ApOs a inclusdo da quinta dupla de pacientes, a randomizacdo foi
interrompida, com inclusdo consecutiva de pacientes apenas no grupo intervencao.
Pouco depois, decidimos reduzir o grupo intervencdo de 15 para 8 pacientes,

interrompendo a inclusdo em dezembro de 2006.

5.2 ANALISE DESCRITIVA

5.2.1 Caracteristicas gerais da amostra

No periodo entre outubro de 2005 e dezembro de 2006, foram incluidos 13
pacientes, dos quais 5 foram selecionados inicialmente como pacientes controle
através de randomizagdo. Um paciente controle foi excluido precocemente devido a
inicio, pelo médico assistente, de tratamento especifico (imunossupressdo para
hepatite auto-imune). Ao longo do estudo, devido a ndo aderéncia ao protocolo de
seguimento, 2 pacientes controle foram excluidos. Em um destes, a progressao de
sindrome hepatopulmonar contribuiu para a ndo-aderéncia. Um paciente controle foi
diagnosticado com CHC multicéntrico pelo seu médico e também excluido. Houve 1
exclusao de paciente controle por 6bito, em consequéncia de PBE e posterior SHR.

A amostra constituiu-se, portanto, de 8 pacientes no grupo intervengao, sendo
5 do sexo masculino, com média de idade de 57,6 + 7,8 anos (variagcdo: 49-68 anos).

hY

Quanto a etiologia, 5 pacientes apresentavam infeccdo pelo VHC, um paciente
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DHGNA e dois pacientes cirrose alcodlica. Dois pacientes possuiam, além da
infec¢éao pelo VHC, historia de abuso de alcool.

No inicio do estudo, a média da classificacdo de Child foi de 8,13 = 0,99
(variacdo: 7 a 10) e a média na escala MELD de 12,75 + 1,67 (variacdo: 11 a 16).
Cinco pacientes apresentavam ascite compensada com diuréticos e 2 pacientes
faziam uso de lactulose, apresentando-se sem EH no momento da inclusédo. As

caracteristicas individuais dos pacientes estédo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas da amostra.

P Sexo Idade Etiologia  Ascite EH

1 F 67 DHGNA S N
2 M 55 OH N N
3 F 51 VHC S N
4 M 55 VHC/OH S N
5 M 68 VHC S S
6 M 51 VHC N N
7 F 49 VHC/OH S S
8 M 65 OH N N

5.2.2 Celularidade do material infundido

A média do total de células infundidas foi de 6,68 + 4,9 x 10° (variacdo: 2 a 15
x 10%); com percentuais médios de MSC de 1,02 + 0,62% e de HSC, 1,26 + 0,65%. A
viabilidade do material infundido variou entre 94 e 98%, salvo em uma amostra em

gue foi igual a 42%.
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N&o houve correlacdo entre as contagens celulares total e diferencial com
idade, gravidade da doenca e infeccdo pelo VHC. As caracteristicas individuais do

material infundido esté@o presentes na Tabela 3.

Tabela 3. Celularidade do material infundido.

Pacientes Infundidas (x10°) CMMO (%) MSC (%) HSC (%)
1 12,03 71,87 1,44 1,16
2 2,5 73,97 1,38 1,04
3 2,5 59 0,09 2,27
4 15 78 1,55 0,66
5 8,44 79 1,44 0,43
6 7,48 74 0,93 2,15
7 2 72,87 1,3 1,15
8 35 21,16 0,02 1,21

CMMO, células mononucleares de medula éssea; MSC, células-tronco estromais mesenquimais;
HSC, células-tronco hematopoiéticas.

5.2.3 Cinética celular

Foram realizadas cintigrafias de corpo inteiro 3 horas apos a infusdo celular
em 7 pacientes. A média de retencdo do radioisétopo no figado foi de 52,53%
(variacdo: 31,6 — 59,9%). Em 5 pacientes foi possivel avaliar a relacdo da captacao
entre figado e baco, que foi em média 5,63 (variagdo: 2,23 — 9,9).

Foi possivel repetir o exame 24 horas apoés a infusédo celular em 3 pacientes,

com queda da captagcdo média no figado para 26% (variagdo: 20,11 — 31,84).



72

5.2.4 Evolucéao individual

Paciente 1

DCT, feminina, 67 anos; cirrose hepatica por DHGNA, hipotireoidismo,
obesidade e DM2 controlado com euglicemiantes orais. Possuia CP B8, escore
MELD 11, ascite controlada com dose baixa de diurético, sem histéria de EH. Foi
submetida a aspiracdo de MO sob anestesia local com sedacédo, sem eventos
adversos além de dor local. Ndo necessitou de hemoderivados pré ou pos
arteriografia. Durante o seguimento, ndo foram observados eventos clinicos.

Apresentou, 6 meses apos o final do seguimento, trombose de veia porta,
ascite volumosa, HDA e EH persistente, com internacdes sucessivas. O ultimo
registro no prontuario foi efetuado ha mais de 1 ano, o que sugere Obito fora da

instituicao.

Paciente 2

JCB, masculino, 55 anos; cirrose alcodlica, hipertensdo arterial sistémica
(HAS) controlada, erisipela de repeticdo e abstinéncia de alcool relatada por mais de
1 ano antes da inclusdo. Apresentava anticorpo anti-VHC positivo com exames
PCR-RNA VHC negativos em duas ocasides.

Possuia CP B8, escore MELD 13, sem historia de complicagbes da cirrose.
Foi submetido a aspiragdo de MO sob anestesia local com sedagcao, sem eventos
adversos além de dor local. Ndo necessitou de hemoderivados pré ou pos

arteriografia. Houve dificuldade técnica na cateterizagdo da artéria hepatica propria e
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foi optado por injecdo do material no ramo esquerdo da artéria hepatica que, por
variacdo anatdmica, originava-se diretamente do tronco celiaco.

No 5° més de seguimento, o paciente procurou o ambulatorio de pesquisa
com quadro de erisipela bolhosa em membro inferior esquerdo iniciado poucos dias
antes. Em condicao estavel, recebeu prescricdo de antibiético oral (amoxicilina +
sulbactam) por 10 dias. Apés melhora clinica completa, interrompeu o tratamento no
7° dia por conta propria, devido a intolerancia gastrointestinal. Foi mantida a
recomendacao de profilaxia com penicilina benzatina.

ApoOs 40 dias, o paciente apresentou novo episodio de erisipela no mesmo
membro, sendo admitido no HUCFF para antibioticoterapia venosa (cefazolina).
Recebeu alta apos 8 dias.

Em consulta ambulatorial de rotina referente ao D270, o paciente referiu
aparecimento de ndédulos subcutdneos em membros superiores, nos sitios de
puncdo venosa da internacdo recente. Foi indicado tratamento com calor local,
considerada a hip6tese de tromboflebite.

Por volta do 10° més, o paciente foi admitido no Servico de Emergéncia do
HUCFF em estado hiperosmolar né&o-cetético, permanecendo na Enfermaria de
Endocrinologia para insulinoterapia venosa. Durante a internacdo evoluiu com
melhora espontanea das les6es em membros superiores e recebeu alta apés 7 dias
com orientacdo dietética e prescrigdo de insulina subcutanea diaria.

Cinco semanas ap0s a segunda alta hospitalar, o paciente apresentou
recorréncia das lesGes subcutdneas, porém em maior nimero e com sinais
flogisticos (dor, edema, eritema e calor local). Foi encaminhado para o Ambulatério
de Dermatologia e recebeu o diagnostico histolégico de fasciite eosinofilica. Dez

semanas apoés o final do seguimento, foi iniciada corticoterapia oral com controle
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sintomatico das lesbes, apresentando importante elevacdo das glicemias. Foi
iniciada terapia imunossupressora com azatioprina visando manutencéo de remissao
e desmame do corticéide, o que ocorreu apdés 2 meses. Completado o total de 6
meses de uso de azatioprina, esta foi suspensa. O paciente encontra-se
assintomatico e com glicemias controladas.

Mantido o acompanhamento no Ambulatorio de Hepatologia, foi observada
elevacdo evolutiva discreta das transaminases sem causa aparente. Devido ao uso
recente de imunossupressor, foi solicitado novo PCR-VHC (terceira amostra), para
afastar infeccdo oculta pelo VHC. O teste qualitativo foi positivo, e 0 quantitativo
mostrou baixa carga viral. Ha, neste momento, sinais de progresséo da hipertensao

portal, com novas infec¢cdes cutaneas.

Paciente 3

MST, feminina, 51 anos, cirrose hepatica por VHC; hipotireoidismo e
tabagismo. Alergia a frutos do mar com edema de laringe prévio motivou o preparo
obrigatério com corticosterdides para procedimentos envolvendo contraste iodado
(TCs e arteriografia para infusdo de CMMO).

Possuia CP B8, escore MELD 12, ascite controlada com diurético. Submetida
a aspiracdo de MO sob anestesia local sem intercorréncias e ndo necessitou de
hemoderivados para realizacdo da arteriografia. Durante o cateterismo, houve
dissec¢do da camada intima da artéria hepatica propria com trombose transitoria.
Foram injetados nitrato e anticoagulante com boa resposta e foi efetuado recuo do

cateter até o tronco celiaco, onde foi realizada a infusdo celular. USD em D3
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demonstrou recanalizagcdo completa do vaso, ndo havendo prejuizo da funcéo
hepatica.

Apresentou em exames de D180 teste de tolerancia com glicose anidra
diagnéstico de DM2. Passou a ser medicada com lactulose para EH subclinica.
Niveis de TSH elevaram-se acentuadamente no D360 de seguimento, sendo
ajustada dose de levotiroxina. No décimo més apos o final do seguimento, houve
elevacdo de AFP e RM de abdome superior revelou lesdo de 1,1 cm compativel com
CHC. Foi submetida a uma sesséo de quimioembolizacdo porém evoluiu com piora
lenta e progressiva da funcdo hepatica. USD sete meses apos o diagnoéstico de CHC
revelou multiplas lesées compativeis com CHC multicéntrico e trombose parcial de

veia porta. No més seguinte, foi a 0bito por sepse.

Paciente 4

VCF, masculino, 55 anos; cirrose por VHC, histéria de HAS. Possuia CP C10,
escore MELD 16, ascite compensada com diurético e um episédio prévio isolado de
EH.

Por opcdo do anestesista responsavel, foi realizada a aspiracdo de MO sob
anestesia geral. O paciente evoluiu com laringoespasmo imediatamente apés a
extubacdo, revertido apds ventilacdo com mascara e ambu e corticoide venoso. Foi
monitorizado e observado em setor de recuperacdo pOs anestésica. Manteve-se
estavel e lucido e consentiu com a progresséao do protocolo.

Recebeu plasma fresco pré arteriografia, que foi realizada sem
intercorréncias. Seis horas apos, apresentou hipotenséo arterial, alteracdo de

repolarizacdo em paredes anterior e lateral alta ao eletrocardiograma e elevacéo de
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CK e CKMB, sem qualquer sintoma. Realizada TC de abdome que n&do mostrou
hematomas. O paciente foi encaminhado para a Unidade Coronariana do HUCFF. O
ecocardiograma transtoracico de admissdo mostrou disfuncéo sistélica leve do
ventriculo esquerdo com hipocinesia antero-septo-apical. A curva enzimatica para
marcadores de necrose miocardica foi positiva. Sob tratamento clinico, evoluiu com
melhora da presséo arterial e do padréo eletrocardiografico. Quatro dias depois, em
novo ecocardiograma, os sinais de disfuncdo miocardica haviam desaparecido. Foi
submetido a cineangiocoronariografia, que nao mostrou lesdo coronariana
obstrutiva, além de evidenciar funcéo sistélica global preservada. A hipétese
diagnoéstica principal foi de sindrome de Tako-tsubo. O paciente recebeu alta
hospitalar assintomatico com acompanhamento pela Cardiologia. Durante a
internacdo na Unidade Coronariana, apresentou piora de funcédo hepatica e ascite
descompensada, que regrediram rapidamente ao estado basal ambulatorialmente.
Apbs este evento, o paciente manteve funcdo hepética estavel até a consulta
D270, quando apresentou piora da ascite e dos parametros laboratoriais. ApGs o
final do seguimento, apresentou PBE com sinais de choque e evoluiu para SHR.
Aguardou por um enxerto hepatico em hemodialise e EH grave, até o Obito por

sepse secundaria a cateter venoso profundo.

Paciente 5

APS, masculino, 68 anos; cirrose hepéatica por VHC e alcool, doenca ulcerosa

péptica, HAS, tabagismo, com histéria de resseccdo de multiplos carcinomas

basocelulares. Possuia CP B9, escore MELD 14, ascite e EH compensadas.
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Foi submetido a aspiracdo de MO sob anestesia local com sedacdo, nao
tendo apresentado nenhum evento adverso além de dor local. Recebeu transfuséo
de plasma fresco pré arteriografia.

Apresentou a partir de D180 piora de CP. Em nédo sendo identificados fatores
desencadeantes, foi atribuida a progressao da doenca. Manteve estabilidade em CP
Cl12 até o final do seguimento. Apresentou PBE apOds 6 meses com Obito na

instituicao.

Paciente 6

CAS, masculino, 51 anos; cirrose por VHC, histéria de HAS. Possuia CP B7,
escore MELD 12. Apresentava histéria de HDA varicosa (3 episddios), em regime de
profilaxia secundaria, com episédios de ascite relacionados a sangramento. Nao
havia ascite no momento da inclusdo e nem uso de diurético.

Foi submetido a aspiracdo de MO sob anestesia local com sedacdo, nao
tendo apresentado nenhum evento adverso além de dor local. Recebeu transfusédo
de plasma fresco pré arteriografia.

Na 72 semana pos infuséo, foi encaminhado para internacdo com diagndstico
de celulite de membro inferior direito. Foi iniciado tratamento com antibiético
especifico venoso (oxacilina) e afastada artrite séptica. As hemoculturas foram
negativas. Apresentou, no periodo de internacéo, ascite e piora de funcdo hepatica.
Permaneceu internado por 20 dias e complementou o tratamento com antibiotico
oral apds alta hospitalar. Houve regressdo espontadnea da ascite e retorno dos
indicadores de fungé@o hepatica aos niveis de base. Manteve-se em situagao clinica

estavel.
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TC e USD correspondentes ao D360 de seguimento evidenciaram nodulo de
3,0 cm na projecao do segmento VI do figado, com critérios diagnosticos para CHC.
N&o havia elevacdo da AFP sérica. No seguimento pds final de protocolo, foram
realizadas 3 sessfes de quimioembolizacdo hepatica, com progressao da doenca a

CHC multicéntrico fora de critérios para transplante hepatico e ébito.

Paciente 7

EMC, feminina, 49 anos; cirrose por VCH e alcool. Possuia CP B8 e escore
MELD 13. Apresentava histéria de HDA varicosa (8 episodios), em regime de
profilaxia secundaria, mais ascite e EH compensadas.

Realizou TC de triagem em clinica de radiologia privada, sem 6nus, cujo
laudo ndo descreveu lesédo hepética focal. Foi submetida a aspiracdo de MO sob
anestesia local com sedacg&o. Durante a arteriografia, ocorreu vasoespasmo da
artéria hepatica revertido com injecéo local de nitrato. A paciente recebeu transfusao
de plasma devido a formagcdo de hematoma no local da puncédo, apds retirada da
bainha. Apos alta, houve boa evolugéo clinica.

Ao USD de D14 foi visualizada les&o nodular de 2,8 cm em segmento Il, com
fluxo arterial de baixa resisténcia e altamente sugestiva de CHC. Apds revisao do
filme da TC pré inclusado, foi confirmada a presenca do nodulo hepatico compativel
com CHC.

A paciente foi entdo excluida do protocolo e encaminhada ao Programa de
Transplante Hepético do HUCFF. Foi submetida a cirurgia 3 meses apos, recebendo

um enxerto de lobo direito (doador cadaver). Faleceu ao 6° dia do pés operatorio por
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complicacBes secundarias a disfuncdo precoce de enxerto. O laudo do explante

evidenciou “carcinomas hepatocelulares em lobo esquerdo de 2,3cm e 1,5 cm”.

Paciente 8

IAR, masculino, 65 anos; cirrose hepatica por abuso de alcool, historia de
DM2, ansiedade e depresséo. Possuia CP B8 e escore MELD 11, sem passado de
complicacbes da cirrose.

Foi submetido a aspiracdo de MO sob anestesia geral por opcao do
anestesista responsavel. Nao foi necessaria transfusdo de hemoderivados pré
arteriografia. Nao apresentou nenhum evento adverso precoce além de dor no local
da aspiracéo.

ApoOs dois meses de seguimento, o paciente foi admitido no Servico de
Emergéncia do HUCFF com episddio de HDA. Os exames endoscopicos realizados
previamente a inclusdo no estudo ja mostravam varizes de esodfago e
esofagogastricas, além de gastropatia hipertensiva portal. Foi submetido a
endoscopia digestiva alta de urgéncia que evidenciou sinais de sangramento recente
em varizes de es6fago e de fundo gastrico. O tratamento com agente
escleroterapico (Ethamolin®) foi realizado e foi necesséaria transfusdo de
concentrado de heméacias e plasma fresco. Em decorréncia do sangramento, o
paciente desenvolveu ascite, insuficiéncia renal aguda e PBE tratada com
ceftriaxone. Durante a internacdo, foi iniciado tratamento endoscépico como
profilaxia secundaria cianoacrilato (Histoacryl®) e ligadura de varizes de esobfago.

Recebeu alta apds 16 dias, ainda com ascite, mas sem desenvolver encefalopatia.
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A despeito de profilaxia secundaria endoscopica e medicamentosa, 0 paciente
apresentou novo episodio de hemorragia digestiva alta por varizes esofagogastricas,
seis semanas apos o primeiro, sendo este controlado com tratamento endoscopico e
prescindindo de internacdo prolongada. Foi readmitido na Enfermaria apds 3
semanas para realizacdo de colonoscopia, por queixa persistente de hematoquesia.
N&o apresentou sangramento durante a internacdo. O exame revelou “discreta
doenca diverticular do célon sigmaoide e pdlipo de aspecto inflamatorio”, sem sinais
de sangramento ativo ou recente.

Apos o final do seguimento, evoluiu com piora do hiperesplenismo, com
plaguetopenia importante e mesmo neutropenia durante tratamento de pneumonia.
Euglicemiantes orais foram substituidos por insulina subcutanea. Apresenta EH

compensada e ascite de dificil controle devido a elevagao de escorias nitrogenadas.

5.2.5 Parametros laboratoriais

Hemoglobina e plaquetas
Houve reducéo do nivel de hemoglobina em todos os pacientes na primeira
semana apos a intervencdo. A queda meédia chegou a 11,3%, com recuperagédo ao

D14 e estabilidade até o final do seguimento. (Figura 4)
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Figura 4. Média dos valores de hemoglobina.
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A média das contagens de plaquetas apresentou variacdes ao longo do
seguimento. Os pacientes 2, 4 e 5 apresentaram queda da plagquetometria abaixo de

50.000 ao D3. (Figura 5)
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Figura 5. Média das contagens de plaquetas.

Aminotransferases
A média dos niveis de AST variou entre 72 e 106 UI/L (referéncia no HUCFF:
15-37 UI/L). No tocante a ALT, a variacdo também foi pequena, de 58 a 96 UI/L

(referéncia: 30-65 UI/L). (Figuras 6 e 7)
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Figura 6. Média dos valores de AST.
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Figura 7. Média dos valores de ALT.
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Albumina

A média dos niveis de albumina apresentou elevacao de 7,67% em D30 em
relacdo ao basal. O valor de final de seguimento foi superior aquele pré intervencao.

A queda acentuada entre D60 e D90 foi secundaria a descompensacéo
clinica dos pacientes 6 e 8, respectivamente por celulite grave e HDA.

Pacientes 5, 6 e 7 apresentaram eleva¢gdes ndo sustentadas da albumina
durante o seguimento. Os pacientes 1, 3 e 8 chegaram ao fim do acompanhamento
com niveis maiores que os basais. O paciente 2 apresentou elevacdo progressiva

até D360. (Figuras 8 e 9)
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Bilirrubina total

A média dos niveis de BT apresentou queda de 21,13% em D7 que
sustentou-se até o D90. A partir dai, tornou a elevar-se, atingiu plat6 em D180 e

permaneceu estavel até D360. (Figuras 10 e 11)
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Figura 10. Valores de bilirrubina total por paciente.
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Figura 11. Média dos valores de bilirrubina total.
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INR
O média do INR apresentou queda de apenas 4,58% do DO ao D30. Houve
tendéncia a elevacao a partir do D90 e ao final do seguimento superou o valor de

base. (Figuras 12 e 13)
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Figura 12. Valores de INR por paciente.
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Figura 13. Média dos valores de INR.
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5.2.6 Escore de Child-Pugh

Houve queda minima na média do escore de Child-Pugh. O valor mais baixo
foi verificado em D30 e foi equivalente a reducédo de 8,6% em relacdo ao valor de
base. Posteriormente, houve elevacdo discreta porém progressiva, com valor final

superior ao de base. (Fig. 14 e 15)
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Figura 14. Escore de Child-Pugh por paciente.
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Figura 15. Média do escore de Child-Pugh.
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5.2.7 Escore MELD

O valor médio do escore MELD acompanhou a tendéncia da pontuacdo de
Child-Pugh. Observou-se queda de 9,2% em D30 com posterior elevacéo

progressiva e nivel superior ao de base ao final do seguimento. (Fig. 16 e 17)
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5.2.8 Parametros ultrassonograficos

A avaliacdo com color Dopplerfluxometria, foi observado aumento do fluxo
com diminuicdo da resisténcia na artéria hepatica em 6 pacientes. A analise dos
parametros ultrassonograficos foi objeto de pesquisa de dissertacdo de Alessandra

Lanes dos Anjos Alves, que defendera seu trabalho em paralelo.

5.2.9 Exequibilidade e seguranca

Este estudo foi concebido como um ensaio clinico randomizado de fase I. O
mascaramento dos sujeitos foi julgado inexequivel devido a existéncia de
intervencao invasiva. [93] A randomizacdo com inclusdo no grupo controle foi
interrompida apdés a quinta dupla de pacientes. Apesar de frisarmos, durante o
processo de sele¢do, que ainda ndo existia qualquer evidéncia de beneficio da
intervencédo, observou-se desde o momento da randomizagdo o desinteresse dos
pacientes no grupo controle em seguir o protocolo. Isto acarretou abstencéo de
consultas e exames e culminou diretamente em abandono de seguimento em 2 dos
5 pacientes no grupo controle. Os pacientes passaram, entdo, a ser incluidos no
grupo intervencdo de forma consecutiva. A criagdo de um grupo controle através de
randomizacao nao se provou exequivel em nosso contexto.

Envolvemos neste trabalho profissionais dos mais diversos departamentos e
unidades da UFRJ e do HUCFF, pesquisadores ou nao, alguns destes situados
fisicamente fora do hospital base. Coordenar estas equipes lancando mé&o da
logistica e dos recursos técnicos disponiveis em um hospital publico foi um desafio.

Enfrentamos problemas como falta de insumos e mau funcionamento de aparelhos e
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sentimo-nos motivados a buscar recursos fora da instituicdo. O estabelecimento de
parcerias foi importante para o andamento da pesquisa, porém a falta de coesao
gerou um problema. O paciente 7 realizou a TC pré inclusdo em instituicdo privada,
devido a avaria do aparelho no HUCFF. Um nédulo de 3 centimetros compativel
com CHC néo foi registrado no laudo do exame e 0s pesquisadores néo tiveram
acesso imediato aos filmes. Assim, a paciente sofreu um erro de inclusao.

Todos os pacientes apresentaram dor e equimose nos sitios de aspiracéo da
MO. Nao houve manifestacdo clinica da queda de hematdcrito. Nossa proposta
inicial foi evitar a anestesia geral, no entanto, a anestesia local com sedacéo nao foi
capaz de garantir analgesia eficaz a nenhum paciente. A técnica de coleta de MO
exige uma puncdo a cada 5 mL de MO para evitar contaminacdo por sangue
proveniente de hematoma local. Para um volume final de 100 mL, foram realizadas
no minimo 20 puncBes em cada paciente, 10 em cada crista iliaca. Cada puncao
provoca dor muito intensa, principalmente no momento da aspiragao. Isto acarretou
multiplas pausas ao longo do procedimento para ajuste de drogas, prolongando o
tempo cirargico de forma significativa e causando sofrimento evitavel ao paciente.
Mais ainda, durante todo o procedimento o0 paciente permaneceu em decubito
ventral, sem via aérea segura, recebendo doses crescentes de sedacdo. Devemos
lembrar que a metabolizacdo de drogas pode ser alentecida pela insuficiéncia
hepética crbnica e, no caso de hipoventilacdo, o paciente teria que ser colocado
rapidamente em decubito dorsal para intubacéo de urgéncia, muito mais arriscada.

Quando utilizamos a anestesia geral, a exposi¢cdo ao anestésico foi curta pois
o procedimento foi mais rapido (menos de 30 minutos). O desenvolvimento de ascite
nos pacientes que faziam uso prévio de diuréticos pode ser atribuida a sua

suspensao e a hidratacdo venosa profilatica e ndo a hipoperfusdo hepatica pelo ato
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anestésico. Nao houve piora laboratorial da funcéo hepatica ou EH apds a aspiracéo
salvo no paciente 4. Uma complicacdo relacionada a intubacdo orotraqueal foi
seguida por cardiomiopatia reversivel (sindrome de Tako-tsubo). Nao havia historia
de alergia ao latex. A internacdo precisou ser prolongada para permitir
monitoramento em Unidade Coronariana e realizacdo de cineangiocoronariografia.
Em relacdo a arteriografia de tronco celiaco, ndo houve eventos relacionados
a administracdo do contraste mesmo no paciente 3, que possuia historia de edema
de laringe por ingestao de frutos do mar. Nao foram observados niveis de creatinina
acima de 0,5 mg/dL dos valores de base. Devido a plaquetometria < 50.000 e/ou
TAP < 50% no dia da arteriografia, hemoderivados reservados foram transfundidos
em 4 dos 8 pacientes. Foram registrados 2 eventos adversos relacionados ao
cateterismo da artéria hepatica comum. O paciente 2 apresentou disseccéo
transitoria, com vaso patente ao final do procedimento e com fluxo normal ao USD
menos de 24h apds. A paciente 7 apresentou vasoespasmo transitorio e foi a Unica
a apresentar hematoma no sitio de puncéao femoral, que cedeu ao prolongamento da

compressao local.
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6 DISCUSSAO

A heterogeneidade da metodologia nos estudos clinicos com CTMO em
cirrose compromete de forma seminal a comparacdo entre seus resultados.
Procuramos valorizar os dados mais relevantes em relacdo ao nosso estudo.

A criacdo de grupo controle por randomizacdo nédo foi exequivel em nosso
caso e notamos que apenas 2 outros estudos adotaram esta medida com sucesso.
[100, 106] A randomizacao sera mandatoéria quando conduzirmos estudos de fase II,
tanto para possibilitar avaliacdo de eficacia quanto para distinguirmos eventos
adversos de evolugdo natural da doenca.

Durante o periodo de inclusédo, Terai et al demonstraram segurancga e sinais
de melhora da funcdo hepatica em um protocolo utilizando como via de infusédo
celular a veia periférica. [98] Decidimos interromper a inclusdo de pacientes em
dezembro de 2006, com o objetivo de realizar estudo posterior com protocolo menos
invasivo (em andamento). Considerando tratar-se de estudo de fase I, julgamos que
estas decisGes nao prejudicaram o objetivo principal do estudo. Observamos que
outros estudos de fase |, ndo controlados, também incluiram nimero pequeno de
pacientes (n =2 —12). [96, 98, 99, 103-105, 107, 109, 110, 113]

As etiologias da cirrose hepatica mais frequentes nos estudos clinicos (Tabela
1) foram, em ordem decrescente de frequéncia, hepatopatia alcodlica, infeccao pelo
VHB, infeccao pelo VHC, cirrose criptogénica, doencgas colestaticas e hepatite auto-
imune. Incluimos apenas 1 paciente com cirrose pelo VHB devido & escassez desta
etiologia em nosso meio. O paciente foi alocado em grupo controle por
randomizacdo e desenvolveu CHC durante o seguimento. Consideramos nossa

amostra representativa de nossa populagdo. Em relacdo a idade, nossa amostra foi
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compativel com o restante dos estudos. N&o incluimos pacientes com cirrose
descompensada, ao contrario de outros estudos, e quando foram relatados
classificacdo de CP e MELD, estes tenderam a ser mais elevados que em nosso
grupo. Cinco estudos optaram por incluir apenas pacientes ndo candidatos ao
transplante hepatico. Caso adotassemos este critério, reduziriamos a aplicabilidade
da terapia em nosso meio, onde um meétodo util para prolongar sobrevida em lista de
transplante seria bem-vindo.

Em nosso protocolo, a manipulacdo do aspirado de MO fica restrita a
separacédo da fracdo de CMMO e marcac¢ao com radioisétopo. Os procedimentos de
aspiracdo e infusdo das células ocorrem no mesmo dia, com aproximadamente 6
horas de intervalo. Tais caracteristicas contribuem para a exequibilidade, viabilizam
a reprodutibilidade do protocolo em outros centros e reduzem o custo total do
procedimento. Em contrapartida, o uso de fracdes celulares especificas como as
MSC ou mesmo as HSC em quantidades maiores s6 € possivel através de
expansao em cultura. [107, 109] Todavia, este procedimento envolve metodologia
prolongada e complexa, encarecendo o procedimento celular e podendo aumentar a
chance de contaminacdo do material.

Ao contrario de nosso estudo, em nenhum estudo clinico que elegeu a
anestesia geral houve complicagces que pudessem ser diretamente relacionadas ao
método. [98, 113] Cabe lembrar que quando as células sdo mobilizadas com G-CSF
e a coleta de CT é feita sob aférese, e ndo por aspiracdo da crista iliaca, a anestesia
geral ndo € necesséria. A cardiomiopatia apresentada pelo paciente 4 tem provavel
relacdo com a complicacdo do ato anestésico. Foi realizado diagnostico presuntivo
de sindrome de Tako-Tsubo. Embora a fisiopatologia desta entidade continue

desconhecida, o atordoamento do miocardio mediado por catecolaminas é a
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explicacdo mais aceita. O tratamento consiste em suporte clinico e quase todos o0s
pacientes recuperam-se rapidamente. A sindrome foi descrita em 1990 na
populacdo japonesa e recebeu seu nome devido a armadilha para polvos (tako-
tsubo), de base larga e boca estreita, semelhante ao aspecto tipico do ventriculo
esquerdo a ventriculografia. Este aspecto ndo foi visualizado em nosso paciente,
porém a coronariografia foi realizada apdés o quarto dia, quando ndo havia mais
disfuncdo miocardica identificavel ao ecocardiograma. Ndo podemos esquecer que
as cirurgias nao-cardiacas sao fatores desencadeantes frequentes de eventos
cardiovasculares e a recuperacdo pos anestesia geral € descrita como causa da
sindrome de Tako-Tsubo. [120] O beta-bloqueio a que o paciente encontrava-se
submetido como profilaxia primaria para HDA varicosa nao foi capaz de evitar o
evento.

Quando este estudo foi desenhado, optamos pela infusdo celular por
arteriografia. Dispomos de centro de hemodindmica equipado e com profissionais
experientes na execucgado do procedimento, com baixa taxa de complicagées. N&o
havia, entdo, estudos demonstrando resultados positivos apdés infusdo das CTMO
em veia periférica. Em nenhum estudo que tenha utilizado os vasos hepaticos para
infusdo de CTMO houve relato de eventos adversos vasculares, e felizmente em
NOSS0S casos 0s eventos foram reversiveis e ndo resultaram em morbidade para os
pacientes. A vantagem do uso da veia periférica é a possibilidade de, no futuro,
realizarmos o procedimento em carater ambulatorial ou de hospital-dia, pois 0s
relatos agora existentes sao favoraveis. [98, 99, 107] Ndo observamos insuficiéncia
renal relacionada a administracdo de contraste na arteriografia. No entanto,

Mohamadnejad et al interromperam seu primeiro estudo apés o 6bito de 1 paciente 2

semanas apos o procedimento. Consideramos que o paciente ja possuia risco alto
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de insuficiéncia renal e SHR, e talvez a inclusdo em desenho de estudo envolvendo
exame contrastado ndo tenha sido apropriada.

Quanto ao risco transfusional, ndo houve eventos adversos relatados neste
ou em outros estudos, porém a necessidade de transfusdo € uma etapa que poderia
ser eliminada.

Julgamos que o G-CSF possa ser valioso para aumentar a mobilizacdo de
CTMO em pacientes com cirrose hepatica, ja que agora existem dados mais
consistentes quanto a seguranca do uso em pacientes com hipertensdo portal. A
insuficiéncia medular secundaria a cirrose poderia ser compensada e contagens
celulares maiores podem equivaler a procedimentos de coleta menos invasivos,
quica mais frequentes.

Trés grupos optaram, como 0 nosso, pela coleta de CTMO diretamente por
aspiracdo da MO e sem o uso de G-CSF. [98, 103, 104, 107] Mohamadnejad et al
desenvolveram dois protocolos, possivelmente para posterior comparagdo. O
primeiro [104] utilizou células CD34+ com infusdo na artéria hepatica. Um obito, j&
discutido, interrompeu a inclusdo. Em um segundo estudo [107] MSCs da MO foram
separadas, expandidas em cultura e infundidas em veia periférica, em regime
ambulatorial. Terai et al [98] infundiram CMMO separadas do aspirado de MO como
em nosso protocolo, porém utilizaram a veia periférica e foi relatada melhora clinica
(CP) e laboratorial (albumina e BT). Houve preocupac¢ao de analisar a expresséo de
fatores relacionados a regeneracdo em bidpsias hepaticas. E especialmente
interessante analisarmos nossos resultados frente aos estudos de Lyra et al pois é o
desenho que mais se assemelha ao nosso protocolo. [103, 111] Os indices de
melhora laboratorial foram quase idénticos assim como a melhora na pontuacao de

CP. Enquanto observamos complicagcbes decorrentes da anestesia geral e da
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arteriografia, os autores nao relataram eventos adversos além de dor no local da
aspiracao de MO.

Quando nosso estudo foi desenhado, ainda ndo havia numero significativo de
publicacdes demonstrando o homing das CMMO para o figado a partir de sitios ndo
hepaticos. Observamos em nossos pacientes que mais de 1/4 da radiacao
permaneceu retida no figado na cintigrafia de 24 horas, com uma relacao
figado/baco em meédia de 5,63. Esta aparente vantagem do figado em relacdo ao
homing das CTMO merece ser melhor estudada para que possamos aproveita-la em
ensaios clinicos.

Em nosso estudo, utilizamos para andlise da funcdo hepatica os niveis
séricos de albumina e BT, o INR e os escores CP e MELD. Optamos por néo
considerar ascite e EH como parametros de melhora ou piora da funcéo hepatica, ja
que sua avaliacdo € subjetiva e suas manifestacbes sao influenciadas por
medicamentos. Mesmo quando sdo utilizados métodos de imagem para
quantificacdo da ascite, sabemos que seu volume ¢€ influenciado por fatores
corriqueiros como consumo de sal e aderéncia ao uso do diurético. Alguns estudos
usam como estratégia fixar a dose de medicamentos para EH e ascite para eliminar
essa variavel, [98, 107] porém néo julgamos tal proposta ética, deixando o ajuste de
medicamento a cargo do medico assistente.

Apenas estudos controlados e de seguimento longo serdo capazes de definir
se a terapia com CTMO aumenta realmente o risco de hepatocarcinoma no paciente
com cirrose. O paciente 6 apresentou CHC no USD e na TC de abdome de final de
protocolo. N&do podemos relacionar o evento diretamente com a infusdo celular.
Observamos CHC também em um dos pacientes controle, que nunca recebeu

infusao celular.
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O paciente 2 desenvolveu um transtorno imunomediado, a fasciite
eosinofilica, ou sindrome de Shulman, evento que relatamos e submetemos a
publicacdo em revista indexada (Anexo 3). Trata-se de uma rara doenca
esclerodérmica caracterizada pela inflamacéao e fibrose dos septos subcutaneos e da
fascia muscular, acometendo preferencialmente os membros superiores. Fatores
desencadeantes da forma esponténea incluem exercicio fisico extenuante e trauma
local, todavia a fasciite eosinofilica também pode surgir no espectro da GVHD
cronica. A GVHD é uma sindrome de auto-agressado que ocorre tipicamente apos o
HSCT alogénico, no entanto quadros indistinguiveis ja foram descritos apos
transplantes autdlogos. O desenvolvimento da GVHD autéloga depende da perda da
tolerancia self e pode estar relacionada a disfuncdo do timo, sendo o regime de
condicionamento com quimio/radioterapia um dos principais fatores de risco.
Nakamura et al [121] descreveram em 2005 um caso dramético de GVHD autéloga
cuja manifestacdo esclerodermodide assemelhava-se a fasciite eosinofilica. N&o
encontramos na literatura relatos de fasciite eosinofilica na auséncia de regime de
condicionamento ou relacionados a infusdo de CMMO autélogas, porém nao é
possivel descartar relagdo causal. O mesmo paciente também desenvolveu DM2.
Embora existam relatos de DM2 desencadeado pelo HSCT autélogo, isto é atribuido
ao regime de condicionamento ou a corticoterapia, o que nao se aplica ao nosso
protocolo. Cabe lembrar que o paciente apresentava historia familiar de DM2 e que a
propria cirrose hepética predispde ao desenvolvimento da doencga. A relagédo entre o
desenvolvimento da doencga e a infusdo celular €, portanto, improvéavel.

Curiosamente, somente em nosso estudo foi registrada a ocorréncia de
complicacBes especificas da cirrose durante o periodo de seguimento, como CHC,

HDA e PBE. Isto ocorreu a despeito da melhora laboratorial. Os periodos de
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seguimento relativamente curtos (Tab. 3) podem ter contribuido para perda de
eventos. Dentre os estudos publicados até o momento, 8 acompanharam seus
pacientes por mais de 6 meses, porém apenas 2 0S seguiram por 1 ano ou mais.
(Tabela 1) Nossa opc¢édo por um seguimento de 12 meses nos permitiu observar
mudancas da funcdo hepatica a médio prazo e quaisquer eventos adversos,
estivessem eles relacionados ou ndo ao protocolo clinico instituido. Especialmente
interessante foi a transitoriedade da melhora laboratorial que observamos, e a
duracdo da estabilidade clinica no paciente 2 além do tempo de seguimento.
Portanto, a manutencdo da observacao clinica mesmo apos o final de seguimento,
quando o paciente ja havia retornado aos cuidados do médico assistente, foi uma
decisdo acertada. Segundo a descricdo da evolucdo clinica individual em nossa
casuistica, pudemos constatar que a infusdo em etapa Unica de CMMO néo foi

capaz de deter a historia natural da cirrose e suas complicacoes.
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7 CONCLUSAO

A terapia com células-tronco aut6logas de medula 6ssea na cirrose hepatica:

1. é exequivel

2. parece ser segura. Exceto pela fasciite eosinofilica, cuja relagdo causal com a
terapia celular ndo pode ser afastada, todos os eventos adversos observados
estiveram relacionados aos procedimentos de coleta e infusdo de células ou a
manifestacéo da doenca de base.

3. resultou em melhora bioquimica transitéria, mas ndo induziu modificacdo

significativa dos parametros clinicos de funcao hepética.

Baseando-se na técnica de marcacdo com radiois6topo, observou-se que o

figado reteve, apds 24 horas, cerca de 1/4 do total de células infundidas.
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8 RECOMENDACOES

Naturalmente, sdo imprescindiveis estudos pré-clinicos para determinarmos
os efeitos especificos de cada populacdo de CTMO no figado cirrético. Da mesma
forma, o possivel comportamento pro-fibrotico ou mesmo carcinogénico das CTMO
necessita de profunda investigagdo em modelos animais apropriados.

Com o crescimento das evidéncias em favor da seguranca da terapia com
CTMO em hepatologia, a multiplicacdo de estudos clinicos é previsivel.
Pesquisadores devem empregar, dentro do possivel, métodos minimamente
invasivos para coleta e infusdo de células. Eventos adversos devem ser avaliados
de forma padronizada e critica com longos tempos de seguimento. Os efeitos sobre
a funcao hepatica devem ser correlacionados com analise imunohistoquimica, dados
de cinética celular e dosagens de substancias que possam auxiliar na elucidacéao de
mecanismos.

Este estudo ndo foi desenhado para avaliacdo de eficacia. Posteriores
estudos de fase Il em nosso grupo deverdo incluir grupo controle e desfechos
apropriados. Caso a terapia celular seja comprovadamente segura e benéfica na
cirrose hepatica, seria interessante propd-la como ponte para o transplante e como

alternativa para melhorar a sobrevida em pacientes nao elegiveis para a cirurgia.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa “Terapia com células-tronco de medula 6ssea em hepatopatias”

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa abordando a cirrose hepatica em
pacientes com indicacdo de transplante hepatico, independentemente de estarem ou néao listados na
fila de transplante. Este documento serve para pedir 0 seu consentimento para participar desta
pesquisa e para usarmos o0s resultados dos seus exames na elaboracdo desta pesquisa. Este
trabalho em nada modificara o seu acompanhamento neste hospital e nada lhe custara
financeiramente. Os procedimentos relativos a este estudo sdo todos gratuitos para os pacientes. O
médico que até hoje foi responsavel pelo seu acompanhamento neste hospital continuara sendo o
seu médico, ndo modificando em nada o seu acompanhamento em fungdo da inclusdo no estudo.
Caso prefira ndo participar do estudo, ndo havera qualquer prejuizo para vocé, continuando a receber
a mesma atencao de seu médico.

A cirrose hepatica é uma doenca que apresenta alta mortalidade, sendo causada principalmente
pelo alcool ou pelos virus da hepatite B ou C. Na fase avancada da cirrose, 0 Unico tratamento
definitivo disponivel hoje em dia é o transplante hepatico, que apresenta algumas limitacdes, como a
oferta de um figado doado, os riscos da cirurgia e da anestesia e a necessidade de imunossupressao
pelo resto da vida, para prevencédo da rejeicdo ao 6rgao transplantado. Atualmente, a quantidade de
orgdos para doacdo € bem menor do que a necessidade dos pacientes que aguardam na fila do
transplante, fazendo com que o tempo de espera por um 6rgdo esteja cada vez mais longo. Isto
permite que a doenca hepatica evolua para estagios avancados, o que pode comprometer o resultado
da cirurgia.

O objetivo deste estudo € avaliar se o implante de células retiradas da medula do osso do préprio
individuo é seguro para o tratamento de pacientes com cirrose. Este € um tratamento experimental,
para testar os efeitos agudos e crdnicos destas células no figado.

Por se tratar de células retiradas da propria pessoa, ndo ha problemas de rejeicdo. E possivel
que, ainda assim, ocorram manifestacdes relacionadas ao sistema imunol6gico, como alteracfes de
pele, e que exijam tratamento medicamentoso. Os efeitos colaterais que por acaso ocorrerem serao
acompanhados de forma criteriosa e as medidas necessarias para a sua correcdo seréo realizadas
imediatamente, sem despesas para vocé.

Para realizagdo desta pesquisa 0s pacientes serdo separados em dois grupos, através de sorteio.
Um grupo sera submetido ao procedimento e o outro serd acompanhado clinicamente e com os
exames de rotina. Serd necessario comparecer as visitas médicas programadas para o0 seu
acompanhamento no ambulatério de Hepatologia do HUCFF, e também sera acompanhado pelo
médico do estudo, independente do grupo sorteado. A terapia celular ainda aguarda comprovacao de
sua seguranca e eficacia e, caso se estabeleca como opc¢ao terapéutica, aqueles pacientes que
constituirem o grupo controle terdo prioridade em recebé-la.

A sua inclusdo nesta pesquisa nao afasta, em qualquer momento, a possibilidade de surgimento
ou piora de complicacdes préprias da cirrose hepética. Dentre elas, ascite (liquido na cavidade
abdominal), encefalopatia hepatica (alteracdo mental consequente a doenca do figado), hemorragia
digestiva (sangramento do estdbmago ou intestino), trombose de veia porta (coagulo na veia do
figado), tumor de figado e mesmo evolugdo da cirrose com piora da fungéo do figado.

Se vocé for sorteado para receber o implante de células-tronco, devera seguir o
acompanhamento que constara de exame clinico, exames de sangue e radiolégicos. No dia do
tratamento vocé sera internado, e preparado para a retirada das células da sua medula 6ssea, no
Centro Cirdrgico. De barriga para baixo e sob anestesia geral, sera feita limpeza da regido do quadril,
de ambos os lados. Seréo realizadas cerca de 20 aspira¢fes (10 em cada lado), obtendo-se um total
de 100 ml de medula 6ssea. Este procedimento dura cerca de 40 minutos. Vocé acordara da
anestesia logo apés o término do procedimento e aguardara no quarto. As células retiradas seréo
preparadas em laboratério em condi¢cdes adequadas. Apds cerca de 3 horas vocé serd encaminhado
ao Setor de Hemodinamica, onde serd submetido a puncao de uma artéria na virilha. Com auxilio de
um aparelho de raio X, um cateter ira avancar até a sua artéria hepatica (a artéria que leva sangue ao
figado), onde serdo liberadas as células-tronco. Este procedimento dura cerca de uma hora, ap6s o
gual sera feita a retirada do cateter e compressao do local da pungéo, por cerca de 30 minutos. Vocé
permanecerd em repouso no leito até a manha do dia seguinte, para evitar sangramento local.

Os riscos possiveis do procedimento podem estar relacionados a técnica da obtencao da medula
0ssea, da injecdo das células ou a um efeito direto destas células sobre o figado ou sobre outros
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tecidos que com elas tenham contato. No primeiro caso, podem ocorrer dor, equimose e hematoma
nos locais de puncgéo 6ssea e complicacdes relacionadas a anestesia geral, como queda da presséo
e problemas respiratérios. O risco da técnica de injecao é semelhante ao da arteriografia hepatica,
um procedimento relativamente frequiente, utilizado para investigacdo de nédulos no figado. As
complicacBes sérias sdo raras e incluem trombose e obstrucdo da artéria do figado, além de
desconforto ou infeccdo no local da puncédo, na regido da virilha. Com relacdo ao risco de
desenvolvimento de cancer, embora seja nossa principal preocupacdo, nenhum estudo em animais
sugeriu que pudesse ocorrer. Apesar disto, todo paciente que receber as células-tronco devera
realizar freqiientemente os testes para detec¢ao de algum nodulo tumoral. A formagéo de tumores e
a obstrucdo da artéria do figado, caso ocorra, podera comprometer a fungdo de seu figado,
necessitar de tratamento especifico e mesmo reduzir sua expectativa de vida.

O material colhido e os dados obtidos deverdo ser usados unicamente para esta pesquisa. Caso,
posteriormente, surja novo interesse cientifico na utlizacdo do material biolégico e dos dados
armazenados, a disponibilizacdo dos mesmos s6 ocorrera se vocé concordar com um novo TCLE,
confeccionado para atender as demandas do novo projeto de pesquisa. lgualmente, se houver
interesse no envio de material biolégico para o exterior, vocé sera consultado antecipadamente.

Para observacdo e seguranca vocé ficard internado durante 3 dias, quando serdo realizados
exames de cintigrafia e de ultra-som abdominal, avaliacGes clinicas e laboratoriais, pela equipe
médica do estudo. Tera alta no 3° dia e ser4 acompanhado pela mesma equipe, no ambulatério, com
consultas médicas apos 7, 14, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 270 e 360 dias. As despesas com transporte
e alimentagdo serdo por conta da pesquisa.

Se a qualgquer momento chegar a sua vez de ser transplantado, vocé tera seus direitos garantidos
e serda preparado para a cirurgia, sem haver nenhuma modificacdo ou prejuizo quanto a realizagéo do
transplante hepatico, independente de ter sido submetido a infuséo de células-tronco.

E importante esclarecer que todos estes exames s&o realizados de rotina pela Instituicdo para
diagndstico e tratamento de varias outras doencas, e que todos os resultados lhe serdo informados e
constarao no seu prontudrio deste hospital. As informac8es de cada paciente serdo tratadas com
extremo sigilo médico, com garantia de privacidade destas informac8es, com a reponsabilidade do
pesquisador.

O resultado da pesquisa “Terapia com células-tronco de medula éssea em hepatopatias” sera
posteriormente divulgado em meio cientifico para que as informacdes possam ser estudadas e
aplicadas em outros Centros Médicos.

Além disso, em qualquer etapa deste estudo, estarei a disposicdo para quaisquer
esclarecimentos todas as segundas-feiras, no periodo da manha, no Ambulatério de Hepatologia
deste hospital, também através do tel (21) 9997-6292, ou ainda pelo e-mail:
g.rezende@superig.com.br. Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sala 01D-46- 1° andar, HUCFF®,
telefone (21) 2562-2480 — e-mail: ccp@.hucff.ufri.br .

Cabe ressaltar que a ndo aceitacao de participacdo neste protocolo de pesquisa, ndo implicara
em prejuizo ao seu atendimento neste hospital.

Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta instituicao.

Assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha posse.

, de de
(Local) (dia) (més) (ano)

Nome e Assinatura do sujeito da pesquisa:

Nome e Assinatura do pesquisador responsavel:
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INTRODUCTION

Recently, peripheral infusion o&utologou:

Fig. 1 L'N'ér

Fig. 1: Schematic celiac trunk |
catheterism delivering ABMMC

bone marrow cells led to liver function impro!
in cirrhotic patients. We conducted an eyear trial

in adult patients with liver cirrhosis that r

autologousbone marrowderived mononuclear ce
(ABMMC). (ClinicalTrials.goviD NCT00382278).

OBJECTIVE

To evaluate feasibility, safety and kinetics

cellular therapy with autologous bone mar
derived mononuclear cells (ABMMC) in patie
with liver cirrhosis in a transplantation waitirigt!

PATIENTSAND METHODS

Enrolled patientshad moderateliver disfunction
and liver transplantationvas not expectedto occu
earlier than 12 months dueto alow MELD score

Etiology of cirrhosis was hepatitis C in 6 patien

(with previous alcohol abuse in one); nonalcok
fatty liver disease (NAFLD) in one patient; &
previous alcohol abuse alone in one pat
Concurrent hepatocellular carcinoma and hepatic
artery or portal vein thrombosiswere excluded by
color Doppler ultrasonography(DUS) and 3-phase
computedomography(CT).

Under local anestesia, 100 mL &bne marro
wasaspiratedrom the posterioriliac crest ABMMC
were isolated by density gradient centrifugationin
Ficoll-Hypague gradient 10% of the cells were
labeledwith SnCI299mTc,anda smallfraction was
usedfor cell counting and viability analysis Celiac
trunk catheterismwas performedin orderto deliver|
the ABMMC suspensionin the common hepatic
artery Totalbodyscintigraphy(TBS) wasperformed
3 and24 hoursafterinfusion

Patients were submitted to frequent clinical,
biochemicalandimageevaluationduring the follow-
up period

email: g.rezende@superig.com.br

inth hepatic artery

Fig. 2: Total body scintigraphy 3 hours after ABMMC infusion showing radiotr acer
distribution in liver, spleen, kidneys and gums, and excretion in bladder

Fig. 3a

Fig. 3 a/b: Hepatic artery resistance by
color Doppler ultrasonography, preand
post ABMMC infusion

| ——— 7

Fig. 4: Serum albumin (mean and
individual): initial improvement,
posterior falls secondary to clinical
events (bleeding and infection)

RESULTS

Eight patientsreceived2.0- 15 x 1@ cells In the|
34 hour TBS, 30 to 60% of all labeled cells
retained in the liver. Liver radiation was greate
patients who received cells farther from the celigl
trunk bifurcation. After infusion, DUS showed
decrease in hepatic artery resistance index irtiérga,
remaining for at least 3 months.

Regarding liver function, 7 patients experience
rise in serum albumin levels, with a small tholgds
progressive increase in 4 patients that persisietthe
end of protocol. Albumin mean levels rose from 3.0
g/dL before ABMMC infusion to 3.2 g/dL at day 360}
with higher values at day 30. A transient decreas
total bilirubin serum level was observed in allipats,
more evident between day 30 to 90. INR improvg
slightly in the first two months, but quickly rened to
baseline and to higher levels at the end of follgqw

Transient, significant laboratorial deterioration)
liver function occurred in two patients, due to tgas
variceal bleeding and extensive lower limb celisl
Another patient developed two episodes of erysi
and, at day 300, neenset diabetes mellitus followge
by eosinophylic fascitis, a dermatologi
manifestation of autoimmune disease that has |bg
described following ABMMC infusion(5" ISSCR
Meeting, 2007PosterBoard TUE-368).A patient wha
initially showed laboratorial improvement unde
liver transplantion at month 2, but died due toy@ai
complications. One patient was diagnosed with
on day 360 and has been managed accordingly. i
vascular complications were shown on DUS and
scan at the end of followp.

Fig. 5: Serum bilirubin (mean and

individual): transient decrease,

reflecting improvement in liver
function

Fig. 6: INR (mean and individual)
reflecting dight, non-sustained

improvement in coagulation, with
worsening by the end of follow-up

CONCLUSION

According to our results, infusion of ABMMC in the
hepatic artery in cirrhotic patients is feasiblel aeem:
to be safe, with complications being unrelatedeth

infusion. The procedure possibly contributes to
improve liver function, although some benefits m:
fade away after months. Cell labeling and scintibi|
studies can be useful to understand cell kinetiaitew
DUS may reveal hemodynamic consequences of
homing in clinical stem cell research protocols.




111

ANEXO 3

Artigo submetido a publicacao

Eosinophilic fasciitis following autologous stem cell therapy
in liver cirrhosis

Journal: | International Journal of Dermatology

Manuscript ID: | DD-2009-0135

Manuscript Type: | Report

Date Submitted by the

i -2
AiFRDr: 05-Feb-2009

Complete List of Authors: | Couto, Bianca; Federal University of Ric de Janeiro, Internal
Medicine, Hepatology

Sampaig, Ana Luisa; Rio de laneiro State University, Dermatology
Maoreira, Mana Claudia; Faderal University of Rio de Janeiro,
Hematology

Jeunon-Sousa, Maria; Rio de Janeiro State University, Dermatology
Coelho, Henrique Sérgio; Federal University of Rio de Janeiro,
Internal Medicine, Hepatology

Carvalho, Antonio Carlos; Federal University of Rio de Janeiro,
Carlos Chagas Filho Biophysics Institute

Goldenberg, Regina; Federal University of Rio de Janeire, Carlos
Chagas Filho Biophysics Institute

Rezende, Guilherme; Federal University of Rio de Janeire, Internal
Medicine, Hepatology

fibrosing disorders, skin diseases in transplant recipients,

Keywords: | .
immunology

& scholarone

Manuscript Central



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

