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RESUMO

A cirrose hepatica representa um estagio avancado e, até o momento, irreversivel de dano ao
figado. O tratamento definitivo ¢ o transplante hepatico, porém o crescente aumento do niimero
de pacientes em lista de espera por um transplante supera a quantidade de figados doados,
ocasionando uma alta taxa de Obito nesses pacientes. Torna-se necessario, portanto, o
desenvolvimento de alternativas de tratamento capazes de aumentar a taxa de sobrevida desses
doentes enquanto aguardam a realizacdo do transplante ou, se possivel, até eliminar a necessidade
de realizagdo deste procedimento caso haja regeneragdo do 6rgdo. Nesse sentido, estudos em
modelos animais e ensaios clinicos com o uso de células mononucleares da medula 6ssea tém
sido realizados e demonstram seu potencial regenerativo em patologias cronicas como Doenga de
Chagas e cirrose hepatica. Outra potencial alternativa ao uso de células mononucleares da medula
ossea ¢ a mobilizagao dessas células precursoras através da utilizagdo de um hormonio celular, o
fator estimulador de coldnias de granulécitos (G-CSF), capaz de mobilizar as células progenitoras
da medula 6ssea para o sangue periférico e dai chegar ao 6rgdo lesionado e produzir efeitos
regenerativos. Neste estudo foi realizado um ensaio clinico de fase I com o uso de G-CSF
(filgrastima) em pacientes com doenga cronica do figado em estagio avancado, em lista de espera
para transplante hepatico, para avaliar a seguranca e exequibilidade da filgrastima (G-CSF)
nesses pacientes. Cinco pacientes selecionados receberam quatro ciclos de G-CSF,
correspondendo a duas doses didrias do produto, durante cinco dias e seguidos durante quatro
meses. Os pacientes foram monitorados com exame fisico, exames de laboratorio e
ultrassonografia abdominal durante a fase de administracdo da medicacdo e com exame fisico e
exames de laboratorio durante a fase de seguimento. Nao ocorreram efeitos adversos importantes
ao uso do G-CSF, exceto dores osteomusculares relacionadas a sua administragdo. No entanto,
ndo foi observada modificagdo significativa de sua pontuacdo no escore de Child-Pugh ou
MELD, bem como dos niveis de bilirrubina e albumina. Concluimos que o esquema terapéutico
em ciclos repetidos de G-CSF (filgrastima) ¢ seguro e exequivel, em pacientes portadores de
cirrose hepatica cronica, com efeitos adversos de pequena intensidade e de facil manejo, porém
nossos resultados nao indicam uma melhora na evolu¢do da doenga pelos critérios de Child-Pugh
e MELD nos pacientes do estudo.

Palavras-chave: G-CSF, cirrose, transplante hepatico, mobilizacdo, terapia celular



ABSTRACT

Liver cirrhosis is an advanced stage and, so far, irreversible of damage to the liver. The definitive
treatment is liver transplantation, but the increasing number of patients on the waiting list for a
liver transplant and the low number of donated organs indicate the need for development of
alternative therapies to increase survival rate of patients awaiting a transplant or even eliminate
the need for transplantation. Thus, studies in animal models and clinical trials have been
performed and suggest that treatment with bone marrow progenitor cells in chronic diseases in
organs such as heart and liver is promising to regenerate the damaged organ. A possible
alternative to cell therapy is the mobilization of precursor cells from bone marrow by using the
cell hormone granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), which mobilizes progenitor cells
from bone marrow to peripheral blood, through which these cells can reach the damaged organ.
The present study is a phase I clinical trial using G-CSF (filgrastim) in patients with chronic liver
disease in an advanced stage waiting for liver transplantation, designed to evaluate the safety and
feasibility of the therapy in these patients. Five selected patients received four cycles of G-CSF,
corresponding to two daily doses of G-CSF for five days, and were followed for four months.
The patients were monitored by physical examination, laboratory tests and abdominal
ultrasonography during the administration of G-CSF and with physical examination and
laboratory tests during the follow-up. There were no significant adverse effects of the use of G-
CSF, except for bone and muscles pain related to product administration. However, there were no
significant changes in their Child-Pugh or MELD scores, neither bilirubin and albumin levels.
We conclude that the treatment regimen in repeated cycles of G-CSF (filgrastim) is safe and
feasible in patients with chronic liver cirrhosis, with adverse effects of low intensity and easy
handling, although our results do not indicate an improvement in the severity of the disease by
the criteria for Child-Pugh and MELD these patients with this treatment.

Keywords: G-CSF, cirrhosis, liver transplantation, mobilization, cell therapy
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1. INTRODUCAO

A cirrose representa um estagio avancado de doenga hepatica decorrente de dano crénico
ao figado, causado por diversas etiologias que se caracterizam anatomicamente pela fibrose septal
e formacdo de nddulos no parénquima do o6rgdo. Estima-se que 40% dos pacientes sejam
assintomaticos, contudo o aparecimento de sinais e sintomas da doenca leva a um quadro de
progressiva debilidade fisica, queda do estado geral e da qualidade de vida, com repercussdes no
seu cotidiano, perda da capacidade para o trabalho e elevada taxa de mortalidade. No Brasil, em
1989 ocorreram 12363 mortes por cirrose hepatica em adultos, a maioria em homens (80.4%),
sendo que 75.4% dos pacientes do sexo masculino tinham entre 20 e 59 anos, o que representava
138860 anos produtivos de vida perdidos (LESSA, 1997).

A etiologia mais freqliente da doenga cronica do figado ¢ o virus C da hepatite (VHC),
que representa 30 a 75% dos casos, de acordo com a regido geografica estudada (KEEFFE,
2001). A maioria dos pacientes infectados pelo HCV encontra-se assintomdtica, porém uma
menor propor¢do desenvolve hepatite cronica, hipertensdo portal e cirrose, notadamente quando
ha a associacdo com fatores de risco ou co-morbidades, tais como o alcool, virus da hepatite B
(VHB) e virus HIV. Além disso, a taxa de incidéncia de hepatocarcinoma em pacientes cirroticos
¢ de 4% ao ano nos EUA (DI BISCEGLIE, 2000), o que agrava mais a doenca.

O transplante hepatico ¢ amplamente aceito como o método de tratamento padrdo para a
maioria dos pacientes com cirrose avancada e atinge taxas de sobrevida de cerca de 80% em trés
anos nos Estados Unidos (CARDENAS e GINES, 2008). Contudo, existe uma alta prevaléncia de
doenca cronica do figado e uma pequena disponibilidade de doadores de 6rgaos, o que leva a um
persistente aumento do numero de pacientes na fila de espera. Mais de 16000 pacientes naquele
pais aguardam a realizagdo do procedimento, enquanto que cerca de 6000 transplantes sdao
realizados por ano (CARDENAS e GINES, 2008). Um estudo recente englobando os dados de
pacientes dos anos de 2005 e 2006 estimou a taxa de mortalidade na fila de espera em cerca de
6% apos trés meses da admissdo na fila, enquanto 28% foram submetidos ao transplante (KIM,
2008).

No Brasil e na Bahia essas taxas de mortalidade na fila de espera ndo sdo atualizadas
frequentemente, mas a Secretaria de Saude do Estado da Bahia informa, em seu endereco

eletronico na internet, que o nimero de doagdes de 6rgaos multiplos, excluindo coérnea, em 2008
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foi de 46 e ocorreram 33 transplantes de figado no mesmo periodo (COORDENACAO DO
SISTEMA ESTADUAL DE TRANSPLANTES, 2009). A fila de espera, segundo outra pagina
eletronica da mesma fonte, totalizava 292 pacientes naquele ano (COORDENACAO DO
SISTEMA ESTADUAL DE TRANSPLANTES, 2009).

A situagdo do Estado de Sao Paulo, onde ¢ realizada a maioria dos transplantes hepaticos
do Brasil, revela uma taxa de mortalidade na fila de 14,8%, no ano de 2008, enquanto 3429
pacientes aguardavam doagdo, até abril de 2008. Ja no ano de 2006 haviam sido realizados 341
transplantes (SISTEMA ESTADUAL DE TRANSPLANTES-SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE DE SAO PAULO, 2009).

Fica claro, portanto, que a mortalidade na fila de espera ¢ elevada em nosso meio,
tornando necessarias melhorias nos programas de captagao e distribuicao de 6rgaos, bem como a
realizagdo de ensaios clinicos em busca de novas alternativas capazes de atenuar ou reduzir o
grau de disfuncdo hepéatica e possibilitar uma redu¢do da mortalidade dos pacientes enquanto
aguardam o transplante (ALLEN, BUCK e WILLIAMSON, 2005). Uma possibilidade
interessante nesse sentido ¢ a utilizagao da terapia com células-tronco com o intuito de regenerar
o parénquima danificado e restaurar a funcao do figado cirrético.

Nesse sentido, a terapia celular vem surgindo como uma potencial alternativa aos
portadores de doencas cronico-degenerativas que acometem diferentes orgdos e tecidos como
coragio, nervos, musculos, rim, figado (KORBLING et al., 2003). Em gastrohepatologia, alguns
artigos demonstram o papel da infusdo de células mononucleares da medula 6ssea em pacientes
com cirrose hepdatica, com ou sem mobilizacdo com fator estimulador de colonia (G-CSF) e
discutem seus possiveis beneficios € mecanismos de acdo (FORBES, 2007 e HOULIHAN, 2008).

Estudos realizado no Japao (TERALI et al., 2006), em nove pacientes portadores de cirrose
hepatica e na Bahia (LYRA et al.,, 2007), em dez pacientes com as mesmas caracteristicas,
demonstraram melhora dos pardmetros clinicos e laboratoriais, com efeitos adversos leves e de
facil manejo apos a infusdo de células mononucleares de medula dssea. Mais recentemente, um
estudo controlado demonstrou que a melhora poés-transplante de células mononucleares ¢
transitoria (LYRA et al., no prelo).

O fator estimulador de colonias de granuldcitos (G-CSF) ¢ uma glicoproteina produzida
por mondcitos, fibroblastos e células endoteliais e sua principal fungdo ¢ induzir a proliferagdo e

maturacao de neutrofilos (AVALOS, 1996), embora outros efeitos sejam descritos em tecidos
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nao hematopoiéticos como induzir a proliferagdo e migragdo de células do endotélio vascular
humano (BUSSOLINO et al., 1989) e induzir o crescimento de algumas linhagens tumorais de
cancer de pulmao de pequenas células e carcinoma de colon (AVALOS et al., 1990 e BERDEL et
al., 1989). Seu potencial efeito na de terapia de doencas hepaticas agudas e cronicas foi
demonstrado em laboratério (YANNAKI et al., 2005) e em seres humanos (YANNAKI et al.,
2006).

A filgrastima, aprovada para comercializagdo nos Estados Unidos em 1991 pelo Food and
Drug Administration, vem sendo empregada em larga escala na pratica clinica ha cerca de duas
décadas, passado o temor inicial de que pudesse potencializar o crescimento de células tumorais.

Atualmente seu papel encontra-se consolidado como mobilizador de células-tronco
hematopoiéticas em pacientes que serdo submetidos a transplante autélogo de medula 6ssea, ou
quimioterapia citotdxica, onde ocorre intensa neutropenia com elevado risco de infec¢des graves,
ou em outras situacdes clinicas que podem cursar com neutropenia, como nos pacientes em uso
de interferon para tratamento de hepatite viral cronica.

Um estudo de fase I/Il (GAIA, 2006) utilizando lenograstima, uma forma glicosilada
recombinante do G-CSF, em oito pacientes com cirrose hepatica, na dose de 5 pg/kg/dia, duas
vezes por dia, durante trés dias, demonstrou a mobiliza¢do de células progenitoras da medula
Ossea e a reducdo de dois pontos na escala Child-Pugh em quatro pacientes, durante oito meses de
seguimento.

No presente estudo foram investigadas a seguranga, exequibilidade e potencial eficacia da
terapia com G-CSF, de forma intermitente, em quatro ciclos de administragdo quinzenal, em
cinco pacientes com cirrose hepatica, escalas B e C de Child-Pugh, em lista de transplante de
figado do Hospital Sao Rafael. Esses pacientes foram seguidos durante quatro meses e seus dados

clinicos e laboratoriais monitorados regularmente e comparados ao final do estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas cronicas do figado

A fibrose hepatica ¢ uma resposta comum a diversas causas de agressao hepatica cronica
como, por exemplo, o dlcool, infecgdes virais ou parasitarias e sobrecarga hereditaria de metais.
A despeito de sua etiologia, a fibrose hepatica se caracteriza por um aumento dos constituintes da
matriz extracelular que, conjuntamente, formam a cicatriz hepatica (FRIEDMAN, 1993). A
cirrose representa um estagio avangado de progressiva inflamagao-cicatrizagdo decorrente dessas

agressdes cronicas ao 0rgdo, que se inicia como fibrose subendotelial ou pericentral e progride

para uma fibrose septal pan-lobular que leva a formagao de nodulos (BONIS et al., 2001) (figura

1.
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Figura 1. Figado normal (A) e com fibrose avancada (B). Fonte: BATALLER ¢ BRENNER,
2005.
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Embora a fibrose hepatica tenha sido considerada irreversivel por mais de meio século,
esse conceito de irreversibilidade comegou a perder espago nas ultimas décadas baseado em
estudos em esquistossomose, onde se demonstrou que extensa fibrose podia ser revertida, com
restauracdo tanto morfoldgica como funcional do 6rgdo (ANDRADE, 2005). Sabe-se também
que a cessacao do estimulo agressor ¢ capaz de reverté-la, a0 menos parcialmente, ou evitar que
progrida até a cirrose, como se observa nos individuos que param o consumo etilico, ou tratam a
esquistossomose em fase inicial, bem como naqueles com sobrecarga de ferro ou cobre
(FRIEDMAN, 1993). Outros estudos corroboram essa afirmagdo, sendo interessante o ensaio
demonstrando a reversdo da fibrose hepatica em seis pacientes, de onze estudados, com
pancreatite cronica e estenose do duto biliar comum apds drenagem biliar (HAMMEL et al.,
2001).

Estima-se que 40% dos pacientes com cirrose sejam assintomaticos, nesses individuos o
diagnostico € estabelecido através de exames de rotina ou autdpsia, contudo o aparecimento de
sinais e sintomas da doenga leva a uma progressiva deterioragao clinica, com graves repercussoes
na sua vida cotidiana e profissional, associada a elevada taxa de mortalidade.

No Brasil, ocorreram 9350 6bitos por fibrose e cirrose hepatica e 8882 por doenga
alcodlica do figado, em 2007, ultimo ano com informacdes disponiveis em meio eletronico
(DATASUS, 2009). Desse total, 14960 eram homens e 3272 mulheres, sendo 13771 dbitos na
faixa etaria entre 25 e 64 anos de idade, coincidindo com a fase de maior atividade produtiva. Na
Babhia, foi registrado, no mesmo periodo, um total de 965 6bitos. Dados da Secretaria da Satde
do Estado (DIRETORIA DE INFORMACAO EM SAUDE, 2009), disponiveis na internet,
contabilizam um total de 503 6bitos relacionados exclusivamente a fibrose e cirrose hepatica, em
2008, sendo que 384 ocorreram em pacientes do sexo masculino e 119, do sexo feminino e, desse
total, 383 obitos ocorreram na faixa etaria entre 25 e 64 anos. Mais 6bitos decorrentes de doenga
cronica do figado foram catalogados em outros subgrupos de acordo com a Classificagdo
Internacional de Doencas (CID), o que pode subestimar os valores encontrados.

Lessa avaliou o impacto da mortalidade por cirrose hepatica em adultos, em 1989, no
Brasil, onde ocorreram 12363 mortes pela doen¢a, sendo que 75,4% dos pacientes do sexo
masculino tinham entre 20 e 59 anos de idade, o que representava 138860 anos produtivos de

vida perdidos (LESSA, 1997).
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A hepatite cronica pelo virus C ¢ a principal etiologia de cirrose hepatica em individuos
adultos no mundo ocidental e a principal indicag@o para transplante hepatico, além de aumentar a
incidéncia de hepatocarcinoma que ¢ de 4% nos Estados Unidos (DI BISCEGLIE, 2000 e 2008).
Ela representa 30 a 75% dos casos, de acordo com a regido geografica estudada (KEEFFE, 2001).
A maioria dos pacientes infectados pelo HCV evolui para a forma cronica da doenca, que se
caracteriza por longos periodos assintomaticos (LAUER, 2001). Estima-se que 74 a 86 % dos
pacientes mantém viremia persistente (CONRY-CANTILENA et al., 1996).

Complicacdes severas € morte costumam ocorrer em pessoas com cirrose, cuja incidéncia
¢ estimada em 15 a 20% dos infectados (EASL, 1999). Sua evolucdo torna-se mais agressiva
quando existe associagdo com outros fatores de risco tais como o alcool, virus da hepatite B

(VHB) e virus HIV.

2.2 Tratamento

Diferentemente da fibrose hepatica, a reversibilidade da cirrose nao ¢ de facil
comprovagdo em seres humanos, mesmo quando estes individuos apresentam melhora clinica
apos suspensao ou redugdo do estimulo agressor, sendo melhor avaliada em ratos submetidos ao
tratamento continuado com tetracloreto de carbono (CCls) ou com di-metil-nitrosamina (DMN)),
(ANDRADE, 2005).

O transplante hepatico, nos pacientes com cirrose, ocorre na fase de descompensagdo da
doenca. Nessa situacdo, a reserva funcional hepatica estd tdo comprometida que culmina no
aparecimento de edema, ascite, ictericia, atrofia da musculatura, encefalopatia hepatica e
alteracdes laboratoriais: hipoalbuminemia < 3g/dl e prolongamento do tempo de protrombina
(abaixo de 50% do controle). Nesta condicao, a mortalidade ¢ elevada nos primeiros dois anos,
muitas vezes ndo havendo tempo habil para se aguardar pelo transplante. A gravidade da doenca
hepatica ¢ universalmente avaliada pela classificagdo de Child-Pugh (tabela 1) e mais
recentemente pela escala MELD (model for end-stage liver disease), desenvolvida para avaliagao
mais precisa dos pacientes encaminhados a transplante, onde tem prioridade os pacientes com
maior gravidade, independente do tempo de espera na fila. Habitualmente os pacientes sdao
transplantados nos estagios B e C de Child-Pugh, sendo que a expectativa de vida nesse ultimo

estagio da doenga ¢ de 1 a 3 anos, sem o transplante.
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Tabela 1: Escore de Child-Pugh para avaliar gravidade da doenca hepatica.

Pontuacao 1 2 3
Albumina (g/dl) >3.5 2.8-3.5 <2.8
Bilirrubina (mg/dl) 1-2 2-3 >3
Para doencas colestaticas: Bilirrubina (mg/dl) <4 4-10 > 10
TP (segundos a mais) ou 1-4 4-6 >6
INR <17  17-23  >23
Ascite Ausente Discreta Moderada
Encefalopatia (grau) Ausente le2 3e4d
Classe Total de pontos
A 5-6

B 7-9

C 10-15

*Tempo de protrombina (TP) ou international normatized ratio (INR) podem ser

usados

2.3 Regeneracdo hepatica

Sabe-se que o figado possui uma grande capacidade regenerativa. Apds estimulo
adequado a regeneracdo do orgdo se inicia, primeiramente através da divisdo celular dos
hepatdcitos maduros e ndo através de uma populagio de célula-tronco especifica. Depois de uma
hepatectomia de 2/3 do 6rgdo, a maioria dos hepatocitos entra em ciclo celular e mitose, de tal
forma que a massa celular pode ser restabelecida com uma média de menos de dois ciclos de
divisdo, embora alguns hepatocitos paregam apresentar uma capacidade intrinseca de até 70 vezes
(OVERTUREF et al., 1997). A perda excessiva de células associada a lesdo cronica do o6rgao,
como na hepatite viral, ou quando a replicagdo do hepatocito ¢ impedida como na esteatohepatite,

a regeneragdo parece ocorrer através de um compartimento celular secundario (TATEMATSU et
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al., 1984; EVARTS et al., 1989). Este compartimento celular continua mal definido e parece ser
proveniente de uma populagdo de células pouco diferenciadas dentro dos ramos terminais da
arvore biliar intralobular, os canais de Hering (PAKU et al., 2001). Essas células em roedores sdo
denominadas células ovais, mas em seres humanos sdo comumente denominadas células
progenitoras hepaticas (ROSKAMS et al., 2004).

Estudos iniciais em humanos sugeriram que algumas células intra e extra-hepaticas
possuiam propriedades de células-tronco hepaticas e podiam se diferenciar em hepatdcitos ou
células epiteliais de ducto biliar (HAQUE et al., 1996; THEISE et al., 1999; YASUI et al., 1997).
Utilizando o cromossoma Y como marcador, um pequeno nimero de hepatocitos pareceu se
originar da medula 6ssea em um receptor masculino de um transplante ortotopico do figado de
um doador do sexo feminino, 0 mesmo ocorreu em algumas pacientes do sexo feminino que
receberam transplante de medula 6ssea de doador masculino e depois desenvolveram doenga

hepatica (THEISE et al., 2000).

2.4 Terapia celular

O interesse pelo papel regenerativo desempenhado pelas células-tronco vem crescendo
nos ultimos anos bem como o debate ético em torno do seu emprego em pesquisa clinica.
Existem dois tipos de células-tronco, as embrionarias e as células-tronco do organismo adulto. As
primeiras encontram-se presentes na massa interna do embrido, na fase de blastocisto, (figura 2),
sdo pluripotentes, capazes de se auto-regenerar e de se diferenciar em varios tipos celulares
dependendo das condicdes de cultivo (TURKSEN, 2002). Outra caracteristica dessas células ¢
que elas podem ser re-introduzidas em embrides de camundongo, dando origem a células de

todos os tecidos do animal adulto, inclusive a células germinativas (ROBERTSON et al., 1986).
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Figura 2. Célula-tronco embrionéaria. Fonte: GEARHART, 2004.

Existem evidéncias do desenvolvimento de neoplasias com

embrionarias em animais de laboratério (CHINZEI, 2002; CHOI, 2002) e recentemente foi

mecanismos celulares envolvidos no seu funcionamento

o uso de células-tronco

relatado o caso de um paciente que desenvolveu tumores no sistema nervoso central depois de
repetidas infusdes de células-tronco embriondrias para tratamento de ataxia-telangiectasia, uma
rara desordem neurologica que leva a degeneracdo da area cerebral responsavel pela fala e pelos
movimentos (AMARIGLIO et al., 2009). Isso causou temor na sociedade quanto a seguranc¢a na

utilizagdo desse tipo de célula e demonstrou a necessidade de maior compreensao dos
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As células-tronco nos organismos adultos, presentes em varios 6rgdos e tecidos (figura 3)
tem a capacidade de auto-regenerar determinados tecidos como a pele, o epitélio intestinal e o
sangue, que tem suas células constantemente destruidas e renovadas num complexo mecanismo

de proliferagao e diferenciagao celular (RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2004).
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Figura 3. Exemplos de fontes de células-tronco do individuo adulto. A, polpa dentaria; B,

tecido adiposo e C, medula dssea.

A hematopoiese, estudada ha vérias décadas e de grande importincia para o
entendimento das doengas hematologicas fornece um bom exemplo do complexo processo de
divisdo e diferenciacdo celular onde se observa que a partir de células-tronco multipotentes de
medula 6ssea hd uma sucessiva producao de células cada vez mais diferenciadas até chegarem ao

sangue periférico como células adultas (figura 4).
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Figura 4. Modelo geral de hematopoiese. Fonte: KAUSHANSKY, 2006.

Sabe-se que alguns orgaos t€ém um estoque de células-tronco com limitada capacidade de
regeneragcdo apds lesdo, como o figado, musculo esquelético, pancreas e sistema nervoso
(KRAUSE, 2002). Contudo, a capacidade pluripotente dessas células em poder gerar outras de
orgaos e tecidos diferentes do qual se originaram, foi demonstrado, primeiramente, por um grupo
de cientistas italianos (FERRARI et al., 1998) que conseguiram regenerar células de musculo
esquelético a partir de células de medula ossea.

Os transplantes alogénicos e autogénicos de medula 6ssea, em portadores de doencas
hematopoiéticas, se constituem opgdes terapéuticas seguras e consolidadas na pratica médica do
uso de células-tronco desde 1950 (PEREIRA, 2008). Sua obtengdo ¢ relativamente simples e seu
emprego freqiiente demonstrou-se seguro ao longo dos anos, sem acarretar maiores problemas ao

doador, uma vez que o tecido possui uma alta taxa de renovagado celular. Sua utilidade em terapia
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celular vem crescendo devido ao seu potencial papel na regenera¢do de outros 6rgdos. Varios
trabalhos tém demonstrado o papel da medula dssea como fonte produtora de células progenitoras
multipotentes capazes de gerar uma variedade de tipos celulares (ALISON et al., 2000; BRAUN
et al., 2000; LAGASSE et al., 2000).

Estudos em seres humanos portadores de cardiopatia chagasica cronica (VILAS-BOAS et
al, 2006) e doenca isquémica coronariana (SCHACHINGER et al., 2006) tém demonstrado
melhora da fragdo de eje¢do do ventriculo esquerdo apds infusdo de células progenitoras
derivadas da medula dssea na artéria corondria.

Em neurologia, outras possiveis aplicagdes clinicas das células-tronco sdo os quadros de
traumatismo raqui-medular (CHERNYKH et al, 2007) com sec¢ao de fibras neurais e no acidente
vascular cerebral (BANG et al, 2005), cuja extensdo da area atingida e o tipo de lesdo envolvida,
isquémica ou hemorragica podem levar a quadros incapacitantes de paralisia.

Em endocrinologia, o principal objetivo ¢ o tratamento do diabetes insulino-dependente
em que nao ha producdo desse hormonio pelas células das ilhotas pancreaticas (NOGUCHLI,
2007). Em outras areas clinicas, varios estudos demonstram o potencial de células-tronco em
pneumologia, oftalmologia, urologia, nefrologia, ortopedia e angiologia (BYDLOWSKI et al.,
2009).

Estudos em modelos animais de doenga hepatica mostraram que o transplante de células
da medula 6ssea pode acelerar o processo de regeneragao do figado, reduzir a fibrose, melhorar
sua funcdo e aumentar a taxa de sobrevida (FANG et al., 2004; SAKAIDA et al., 2004;
SAKAIDA et al., 2005). Em roedores, existem evidéncias tanto de uma trans-diferenciacao da
célula-tronco de medula 6ssea em hepatdcito como em fusdo entre os dois tipos celulares
(VASSILOPOULOS et al., 2003; JANG et al., 2004).

Devido a facilidade de obten¢do e manipulagdo das células-tronco de medula Ossea,
alguns trabalhos foram realizados usando essa fonte de células progenitoras, autélogas, em
pacientes com cirrose hepatica. Um estudo realizado no Japao (TERAI et al., 2006), em nove
pacientes, Child-Pugh B e C, com coleta de 400 ml de medula 6ssea do iliaco e re-infusdo em
sangue periférico das células mononucleares da medula 6ssea apds processo de separagdo
laboratorial, demonstrou melhora dos parametros clinicos e laboratoriais, sem efeitos adversos,

exceto febre no dia do procedimento.
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Outro estudo, realizado no Hospital Sao Rafael (LYRA et al., 2007) avaliou a seguranga e
exequibilidade do uso de células mononucleares da medula 6ssea em dez pacientes portadores de
doenga hepatica cronica, Child-Pugh B e C, em lista de transplante hepatico. A coleta de medula
ossea foi realizada nos iliacos, sob anestesia, em centro cirirgico e cerca de 50 ml foram obtidos.
Apbs separacdo e enriquecimento das células mononucleares, estas eram infundidas na artéria
hepatica. Houve redugdo dos valores de bilirrubina e INR (international normatized rate),
aumento da taxa de albumina sérica durante o periodo de seguimento e confirmou tratar-se de um
procedimento seguro.

Os efeitos da infusdo de células mononucleares de medula-6ssea autdloga na artéria
hepatica de pacientes portadores de doenca cronica do figado demonstraram melhora transitoria
da funcao hepatica (LYRA et al., no prelo). Isto sugere a necessidade de mais de uma infusao de
células para um efeito terapéutico mais duradouro e significativo.

Apesar desses estudos nao terem relatado eventos adversos significativos na coleta e
infusdo de medula o6ssea, o risco potencial de complicagdes anestésicas, infecciosas e
hemorragicas nesses pacientes nao pode ser desconsiderado, bem como os custos envolvidos com
hospitalizacao, medicamentos, hemoderivados, coleta e separagdo de células mononucleares da

medula 6ssea e de cateterizagdo da artéria hepatica ndo serem despreziveis.

2.5 Fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSF)

O fator estimulador de coldnias de granuldcito (G-CSF) se constitui em uma familia de
glicoproteinas inicialmente identificadas pela sua capacidade de manter a proliferacdo clonal de
células progenitoras hematopoiéticas in vitro (STANLEY, 1977 ¢ NICOLA et al., 1983). Esses
fatores também sdo capazes de estimular a diferenciag@o de células de modo linhagem especifico
(GASSON et al., 1984). Em meio de cultura semi-sé6lido, o G-CSF estimula a formagdo de
colonia neutrofilica de células de medula dssea de camundongos e humanos, além de induzir a
diferenciacdo de células leucémicas mieldides (NICOLA et al., 1983).

As atividades biologicas do G-CSF sdao mediadas por um receptor especifico na superficie
celular das células respondedoras. Esse receptor (G-CSFR) esta presente em células progenitoras
mieloides, células de leucemia mieldide, neutrofilos maduros, plaquetas, mondcitos e algumas

células linféides T e B. Além dessas células da linhagem hematopoiética, receptores para G-CSF
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sdo encontrados em diversos tipos celulares nao-hematopoiéticos, incluindo células endoteliais,
placenta, células trofoblésticas e algumas linhas de células de cancer de pulmao (AVALOS,

1996) (figura 5).
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Figura 5: Ligacdo do G-CSF e ativagao do receptor. Fonte: TAMADA et al, 2006.

Produzido por mondcitos, fibroblastos e células endoteliais, o G-CSF possui multiplas
funcdes na hematopoiese, tais como a regulacdo da produgdo e liberacdo dos neutrdfilos da
medula dssea, da proliferacdo e diferenciacdo dos progenitores dos neutréfilos e o controle do
estado de ativagdo dos mesmos (ZSEBO, 1986 ¢ WELTE, 1987). Produzido através de técnicas
de engenharia genética, o G-CSF recombinante esta disponivel na forma glicosilada
(Ienograstima) e ndo glicosilada (filgrastima) (BRONCHUD et al, 1988).

Doses farmacoldgicas do G-CSF demonstraram atividade em varias situagdes clinicas tais
como neutropenia idiopatica, mielossupressao induzida por quimioterapia, recuperacao da aplasia
apo6s transplante de medula 6ssea e mobilizagdo de células progenitoras hematopoiéticas para a
circulacdo periférica com ou sem quimioterapia prévia (LIESCHKE, et al., 1992).

Atualmente, o papel desta citocina é bem conhecido e ela é rotineiramente utilizada em
pacientes que serdo submetidos a transplante de medula 6ssea autogénico (TARELLA et al.,

1999). Sabe-se que células CD34", precursoras das células hematopoiéticas, que habitualmente
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sdo encontradas na medula dssea, podem migrar para a corrente sanguinea apds terapia
estimulante com G-CSF, em numero suficiente para serem coletadas por técnicas de aférese e
depois re-infundidas, com a finalidade de reconstituir a populacao celular da medula.

Estudos em terapia celular e regeneracdo hepatica demonstraram o papel do G-CSF no
reparo celular de hepatopatia aguda e cronica em camundongos, melhorando a sobrevida e o
aspecto histologico do figado de animais previamente lesionados com produtos quimicos,
principalmente por promover mecanismos de reparo endogeno (YANNAKI et al., 2005). Outro
estudo demonstrou que a mobilizagdo com G-CSF em camundongos com lesdo hepatica induzida
pela administragdo de tetracloreto de carbono (CCls) aumentava a presenca de hepatdcitos
derivados de medula 6ssea (QUINTANA-BUSTAMANTE et al., 2006), sugerindo um potencial
efeito regenerativo no 6rgao.

Estudos subseqiientes optaram pela utilizagdo do fator estimulador de colonia de
granulécitos (G-CSF) como agente mobilizador de células progenitoras da medula 6ssea para o
sangue periférico que, uma vez coletadas através de técnicas de aférese, foram reinfundidas nos
pacientes através da veia periférica (YANAKI et al., 2006), veia porta ou artéria hepatica
(GORDON et al., 2006). Nestes trabalhos foram observados variados graus de melhora, embora o
nimero de pacientes avaliados tenha sido pequeno e o tempo de seguimento, menor do que um
ano.

O fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), outra citocina
capaz de mobilizar células hematopoiéticas, bem como o G-CSF, também foram empregados em
ensaios experimentais em animais de laboratorio e em pacientes com infarto agudo do miocardio
(TAKAHASHI et al., 1999; INCE et al., 2005), embora com resultados conflitantes, apontam
para a necessidade de maiores estudos, com randomizagao de pacientes.

Em seres humanos, o uso do G-CSF ganhou impulso no tratamento de diversas condi¢des
clinicas associadas a neutropenia, como apds quimioterapia citotdxica nos pacientes oncoldgicos,
nos pacientes portadores de hepatite viral em uso de interferon, em outras causas de neutropenia
adquiridas e em transplantes aut6logos, conforme ja referido anteriormente.

Sua administracdo demonstrou-se segura, eficaz no combate a neutropenia € com raros
relatos de complicagdes graves como ruptura esplénica (FALZETTI et al., 1999) e oclusdo de
stent coronariano apds infusdo de células-tronco de sangue periférico mobilizadas com G-CSF

(KANG, 2004 ). Seus efeitos colaterais sdo habitualmente bem tolerados e incluem dores dsseas,
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cefaléia, artralgias e nauseas, geralmente controlados com a interrup¢do da medicacdo ou uso de
sintomaticos.

Em pacientes com hepatopatia cronica, um estudo com G-CSF foi realizado em oito
pacientes com cirrose avangada, escala de Child-Pugh B e C, (GAIA, 2006). Ap6és um
seguimento de oito meses, foi observado que a administracio de G-CSF mostrou-se segura,
mobilizou células de medula dssea que expressavam marcadores de células epiteliais e de células-
tronco e, embora fosse um estudo preliminar, houve melhora clinica nos pacientes tratados que
evoluiram com menor incidéncia de encefalopatia, ascite e queda na pontuacao da escala MELD.
Houve uma correlacdo estatisticamente significante entre a melhora na classificagdo de Child-

Pugh e MELD e o niimero de células mobilizadas pela administracdo do G-CSF.
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3 OBJETIVOS
Geral:

Realizar um estudo clinico com a administragdo de G-CSF, em 4 ciclos, em pacientes
com doengas cronicas do figado.

Especificos:

- Avaliar a seguranga e exequibilidade do uso da filgrastima (G-CSF) em 4 ciclos, em

pacientes com cirrose hepatica em lista de transplante de figado.

- Investigar o potencial beneficio da administracdo de 4 ciclos de G-CSF, através da

avaliacdo clinica e da fungao hepatica dos pacientes tratados.
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4 CASUISTICA

4.1 Desenho do estudo
Estudo clinico de fase I/II, aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital

Sao Rafael (processo 07/07).

4.2 Populacéo do estudo
Foram selecionados cinco pacientes com diagnostico de insuficiéncia hepatica cronica,

avancada, procedentes do ambulatorio de figado do Hospital Sao Rafael.

4.3 Critérios de incluséo
e Idade entre 18 € 65 anos;

e Pacientes com insuficiéncia hepdatica cronica avangada de qualquer etiologia com
indicacao de transplante hepatico que se encontrem na lista de transplante hepatico
do Hospital Sao Rafael e sem indicagao para realizagdo de terapia celular através da

coleta e infusdo de células mononucleares da medula ossea;

e Auséncia de evidéncias clinicas, laboratoriais ou radioldgicas de carcinoma

hepatocelular ou colangiocarcinoma;
e Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido;

e Comprimento do bago menor que 18 cm, no maior eixo, a ultrassonagrafia.
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4.4 Critérios de exclusdo

. Sepsis

. Vigéncia de encefalopatia hepatica;

. Neoplasias malignas (exceto cancer de pele ndo melanoma);

. Insuficiéncia cardiaca descompensada;

. Doengas hematologicas primarias;

. Insuficiéncia renal moderada (creatinina acima de 2 mg/dl);

. Dependéncia de suporte organico, como choque circulatério ou ventilatorio;
. Bago maior que 18 cm, no maior eixo, a ultrassonografia

4.5 Fases de selecao e de exames pré-terapia

Todos os pacientes foram submetidos a triagem clinica com obten¢do de anamnese e
exame fisico, exames laboratoriais com a determinagdo da classificagdo de Child-Pugh e MELD.
A avaliagdo laboratorial inicial foi feita com hemograma, proteinas totais e albumina,
bilirrubinas, tempo de protrombina, INR, fibrinogénio, AST, ALT, fosfatase alcalina, gama-GT,
sodio, potassio, ur€ia, creatinina, glicemia e alfa-fetoproteina. Todos os pacientes realizaram
uma ultra-sonografia e uma ressonancia magnética abdominal para avaliar o comprimento do
bago e afastar tumor hepatico. Foram considerados validos os exames laboratoriais dos ltimos

30 dias e exames de imagem dos ultimos trés meses.

4.6 Terapia com G-CSF (filgrastima)

Os pacientes incluidos no estudo fizeram uso de filgrastima (Laboratério Biosintética
Ltda., Sdo Paulo, Brasil), 10 mcg/kg/dia, divididas em duas doses diarias, durante cinco dias e
descanso de nove dias, no total de quatro ciclos. As doses eram aplicadas por via subcutinea,
sendo que a primeira dose dos dias 1, 3 e 5 eram administradas no ambulatorio do Hospital Sao
Rafael, apos avaliacdo médica e laboratorial e as demais no domicilio, aplicadas pelos pacientes

ou seus familiares, com posterior devolugdo das ampolas, vazias, utilizadas;
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- foram monitorados com exame fisico, exames de laboratorio (hemograma, proteinas
totais e albumina, bilirrubinas, tempo de protrombina, INR, AST, ALT, fosfatase alcalina, gama-
GT, sodio, potassio, uréia, creatinina) e ultrassonografia abdominal;

- 0 uso do G-CSF deveria ser suspenso em caso de elevacdo dos leucocitos acima de
70.000/ul, piora da funcdo hepatica ou em caso de efeitos adversos que nao fossem controlados
com sintomaticos;

- ap6s o término do programa de administragdo da filgrastima, os pacientes foram
mantidos em observagdo mensal ou em menor periodo de tempo, conforme a necessidade de cada

caso, com 0s mesmos exames ja descritos, pelo periodo de trés meses, para avaliacdo de resposta.

4.7 Tempo de seguimento e cronograma de tratamento e avaliacdes

Os pacientes foram avaliados nos dias 1, 3 e 5 de cada ciclo de aplicagdo de G-CSF
quando eram realizadas novas avaliagdes clinicas e laboratoriais e depois nos dias 30, 60 e 90
apods o ultimo ciclo de tratamento, perfazendo um total de cinco meses de estudo a partir do inicio

do primeiro ciclo de tratamento, conforme tabela 2, abaixo:
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Tabela 2. Protocolo de acompanhamento clinico, laboratorial e exames de imagem

PROCEDIMENTO

@)
=
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v
al

D60 D9 D120

ANAMNESE E EXAME FISICO
HEMOGRAMA
PROTEINAS TOTAIS E FRACOES
BILIRRUBINAS
TEMPO DE PROTROMBINA
AST!

ALT?
FOSFATASE ALCALINA
GAMA GT®
SODIO
POTASSIO
UREIA
CREATININA
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USG ABDOME SUPERIOR

T e T T
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T T o T T T T B A
T T T B e R R S
T R T T e R S S

X

1- AST- aspartato-aminotransferase; 2- AST- alanina-aminotransferase; 3- GAMA GT- gama-glutamiltransferase

4.8 Avaliagéo dos eventos adversos da terapia

Foram considerados eventos adversos relacionados a terapia os efeitos indesejaveis
observados, relacionados ou ndo a administragdo da medicagdo, no periodo de 30 dias apds a
aplicacdo da filgrastima. Foi considerado agravamento da funcdo hepatica um aumento de dois

pontos no escore da classificagdo de Child-Pugh.

4.9 Avaliacdo da potencial eficacia da terapia celular

A potencial eficacia da terapia com G-CSF foi avaliada pela comparacdo da fungdo
hepatica antes e depois do tratamento. Foi considerada melhora clinicamente significante da

fun¢do hepatica uma diminuigdo em dois pontos na classificagao de Child-Pugh.
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5 RESULTADOS

Foram avaliados 10 pacientes no periodo de agosto de 2007 a janeiro de 2008. Cinco
pacientes foram excluidos: dois em decorréncia de tumor hepatico, dois em virtude de
apresentarem esplenomegalia maior que 18 cm e um faleceu no periodo de realizagdo de exames

de triagem.

Foram realizados vinte ciclos de G-CSF, dos vinte propostos inicialmente ¢ 174 ampolas
do medicamento foram administradas, de um total de 200 previstas para uso. O paciente ASF
recebeu somente dois ciclos do medicamento e 20 ampolas foram aplicadas, em virtude de ter
falecido durante o periodo de estudo. O paciente JAR recebeu 34 ampolas de G-CSF, das 40

propostas em razao de ter sido internado e por isso foi descontinuado o uso da medicagao.

A idade dos pacientes estudados variou entre 45 e 59 anos, todos eram do sexo
masculino, dois apresentavam cirrose decorrente de hepatite cronica pelo virus C , dois eram
portadores de doencga alcodlica do figado (DAF) e um deles apresentava hepatite cronica pelo
virus C associada a cirrose alcoolica. Trés pacientes apresentavam classificagdo de Child-Pugh
B e um C, enquanto a classificagdo MELD variou entre 13 a 19, conforme demonstrado na

tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos pacientes a admissao do estudo.

Pacientes ldade Sexo  Etiologia Child-Pugh MELD Bago

ASF 51 M HCV! C (10) 19 134cm

ACSB 49 M HCV B (8) 16  16cm
JAR 45 M DAF: B (9) 13 159cm
CAS 49 M DAF B (7) 15 13,lcm
ATC 59 M HCV +DAF B (9) 19  16,5cm

1- HCV- virus da hepatite C; 2- DAF- doenga alcodlica do figado

Os parametros laboratoriais dos pacientes estudados sdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros laboratoriais dos pacientes no 1° dia, 1 més e cinco meses de estudo.

ASF ACSB JAR CAS ATC Meédia Variagao
geral média (%)

Hemoglobina (g/dl)
Basal 13,3 13,7 13,4 13,2 13,4 13,40 -
1 més - 12,4 13,1 11,6 12,5 12,40 -7,46
5 meses - 12,5 10,4 13,3 12,4 12,15 -9,33
Leucdcitos (x10%)
basal 5900 4300 5100 7100 4100 5300,00 -
1 més - 12500 37400 38100 3600 22900,00 332,08
5 meses - 4100 5800 6400 3400 4925,00 -7,08
GGT (U))
basal 92 85 113 79 113 96,40 -
1 més - 108 98 79 115 100,00 3,73
5 meses - 61 - 75 142 92,67 -3,87
AST (U/L)
basal 71 79 63 130 42 77,00 -
1 més - 78 70 99 37 71,00 -7,79
5 meses - 67 - 142 48 85,67 11,26
ALT (U/L)
basal 50 53 43 83 33 52,40 -
1 més - 44 52 68 34 49,50 -5,53
5 meses - 44 - 95 35 58,00 10,69
Bilirrubina (mg/dL)
basal 2,55 4,48 2,43 1,32 1,58 2,47 -
1 més - 2,47 44 0,97 1,81 2,41 2,41
5 meses - 6,09 2,07 1,39 1,17 2,68 8,41
Albumina (mg/dL)
basal 2,6 3,6 4,2 3,6 3,6 3,52 -
1 més - 3,2 4,3 3,1 3,6 3,55 0,85
5 meses - 32 - 33 3.4 3,30 -6,25
INR (unid)
basal 1,71 1,47 1,43 145 1,27 1,47 -
1 més - 1,94 1,43 1,46 1,29 1,53 4,37
5 meses - 1,81 1,5 1,39 1,32 1,51 2,66
Creatinina (mg/dL)
basal 1 0,9 1,1 2,2 1,2 1,28 -
1 mes - 0,9 1,2 1,6 1,3 1,25 -2,34
5 meses - 0,9 1,2 1,5 1,4 1,25 -2,34
Sédio (mmol/L)
basal - 140 136 136 136 137,00 -
1 mes - 141 128 135 134 134,50 -1,82
5 meses - 144 138 138 140 140,00 2,19
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O bago sofreu aumento do seu comprimento em todos os pacientes, no terceiro dia da
aplicagdo da filgrastima, até o maximo de 21,2 cm no paciente CAS, no terceiro dia do primeiro

ciclo de tratamento, mas nao causou queixas de dor ou desconforto abdominal e retornou aos

valores prévios no D5 (tabela 5).

Tabela 5. Variacédo do tamanho do bago nos ciclos (cm).

Pacientes ciclo 1 ciclo 2 ciclo3 ciclo4
ASF 134-148 13-15 - -
ACSB 16-17,2 16-16,2 16-16,3 16-17,1
JAR 159-174 16-166 156-17 158-17
CAS 13-21  11,5-12,9 12,7-13,1 12,9-13,8
ATC 152-169 15,7-16,2 13,7-18,2 13,7-15,6

A leucometria elevou-se em todos os pacientes e atingiu seu valor maximo também no

paciente CAS, no terceiro dia do quarto ciclo de G- CSF, atingindo 67800 leucocitos/pl, sem

quaisquer sinais ou sintomas relatados pelo paciente e reducdo desses valores a 43700

leucdcitos/pul, no D 5, ndo sendo necessaria a interrup¢ao da medicagdo (tabela 6).

Tabela 6. Variacéo da leucometria (ul).

Pacientes ciclo 1 ciclo 2 ciclo 3 ciclo 4
ASF 5900 - 32300 5000 - 54300 - -

ACSB 4300-21600  5200-27100  4200-31000 3900 - 33700
JAR 5100 - 31700 6600 - 46700 8100 - 40400 7700 - 52200
CAS 7100 - 42300 6500 - 41600 7000 - 61100 8500 - 67800
ATC 4100 - 13500 4300 - 15600 3600 - 14800 3800 - 16700
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Houve grande variagdo da leucometria entre os ciclos de aplicagdo do G-CSF, sendo
observado que os pacientes ASF, CAS e ATC atingiram valores acima de 40.000 leucdécitos/pl
em alguns momentos, enquanto ACSB apresentou valores entre 20000 e 40000 leucocitos/pl e

JAR sequer alcangou 20000 leucdcitos/pl, conforme demonstrado nos graficos abaixo (figura 6).
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Figura 6: Variacao de leucdécitos durante os ciclos de estimulagdo com filgrastima.

O paciente ASF faleceu no intervalo entre os ciclos dois e trés do G-CSF, em decorréncia
de choque séptico secundario a complicacdo de celulite do membro inferior, adquirida no
intervalo entre os ciclos de G-CSF, em seu domicilio. Como também apresentava obesidade e
recorrentes episodios de erisipela e encefalopatia hepatica, ndo atribuimos esse evento adverso
sério a possiveis efeitos da medicagdo, mas sim a complicagdes inerentes a sua propria condigao
clinica.

Houve importante oscilagdo nos niveis séricos de bilirrubinas nos paciente ACSB e JAR
(figura 7), contudo a albumina se manteve praticamente estavel, com excecdo de uma elevacao

atipica e isolada no paciente ATC, no D 25 (figura 8).
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Figura 7. Niveis séricos de bilirrubina. (Normalidade: 0 a 1 mg/dL)
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Figura 8. Niveis séricos de albumina. (Normalidade: 3,4 a 4,8 mg/dL)

As pontuacdes nas escalas Child-Pugh (figura 9) e MELD (figura 10) n3o mostraram

modificagdes significativas durante o periodo do estudo.
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Figura 10. Variacéo do escore MELD.
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Outros parametros laboratoriais e dados ultrassonograficos usados no acompanhamento
dos pacientes ndo mostraram variacdo importante, contudo o paciente JAR evoluiu com piora
progressiva da ascite e episodios de encefalopatia hepdtica, no primeiro dia do quarto ciclo de G-
CSF, que necessitaram interrupcao da medicacdo e internamento para controle, onde realizou
paracentese de alivio.

Todos os pacientes referiram dores oOsteo-musculares e na regido lombar de leve a
moderada intensidade durante o periodo de uso da medicacdo, de facil controle com o uso de
analgésicos ndo opidides. Um deles referiu dores mais intensas e necessitou atendimento em
unidade de emergéncia (JAR). Caimbras e edema de membros inferiores também foram
relatados, mas esses achados sdo comuns nos pacientes cirrdticos. Um paciente referia cefaléia
cronica, anterior ao inicio do estudo que se manteve durante o periodo de acompanhamento,

sendo dificil definir a contribuicdo do G-CSF no quadro clinico.
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6 DISCUSSAO

A evolugdo da doenca hepatica cronica em pacientes em lista de transplante de figado,
sobretudo em paises em desenvolvimento, ¢ extremamente desfavoravel, e ¢ freqliente o Obito
antes da cirurgia por diversos fatores relacionados a piora da funcdo hepatica, tais como
infecgdes, desidratagdo, encefalopatia e outras co-morbidades associadas. Essa evolugdo
desfavoravel justifica a busca de novas modalidades terapéuticas que possam retardar a
progressdo da cirrose ou mesmo evitar o transplante hepatico, caso uma nova terapia seja capaz

de regenerar o 6rgdo e restabelecer ou melhorar sua fungao.

Nosso estudo contou com uma amostra pequena de pacientes, reduzida ainda mais com o
obito de um deles antes do término do estudo. Poucas analises definitivas podem ser concluidas
com relacdo a evolugdo clinica e laboratorial dos pacientes, contudo algumas consideragdes

importantes devem ser feitas.

Observamos que houve uma grande variabilidade na pontuagdo da escala de Child-Pugh
durante o periodo do estudo, independente do uso da filgrastima. Tais variacdes podem ser
decorrentes do uso rotineiro de medica¢des como diuréticos, laxativos, antibidticos ou outros,
além de dieta ou infecgdes, comuns a esses pacientes. Contudo, apesar dessa variabilidade,
observamos uma tendéncia de estabilidade do escore de Child-Pugh dos pacientes CAS e ATC,
enquanto ACSB e JAR aumentaram sua pontuacdo, apesar deste ultimo ter sido avaliado para

este critério somente até o D 75, em virtude de internamentos frequentes.

Dois de nossos pacientes, ASF e JAR apresentavam antecedentes de intercorréncias
clinicas freqiientes, relacionadas ou ndo a doenga hepatica cronica. O primeiro era obeso, tinha
insuficiéncia venosa periférica e episddios recorrentes de erisipela e encefalopatia hepatica.
Durante o intervalo entre os ciclos dois e trés do estudo, teve diagnostico de celulite na coxa
direita, sendo transferido de sua cidade para Salvador e internado no Hospital Sao Rafael, onde
evoluiu com choque séptico e dObito. O segundo possuia ascite de dificil controle clinico e
realizava paracentese de alivio com certa regularidade, além de apresentar episodios de
encefalopatia e distirbios psiquiatricos que motivavam seu internamento. Os outros trés pacientes
estudados ndo necessitaram internamentos, paracentese de alivio, cuidados médicos de

emergéncia, nem receberam albumina, embora todos estivessem em uso de diuréticos.
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O uso da filgrastima foi bem tolerado, com poucos efeitos adversos e todos de facil
manejo. Sua facilidade de administragdo e sua dispensagdo para uso domiciliar, foi responsavel
pela aderéncia dos pacientes ao estudo e redugdo dos custos do projeto, quando comparados com

o estudo italiano (GAIA, 2006), onde os pacientes eram internados para receberem a medicagao.

Um paciente (JAR) relatou dor intensa durante a utilizagdo do produto, que motivou sua
ida ao servigo de atendimento médico de urgéncia, onde foi medicado e internado, com adequado

controle dos sintomas.

O aumento maximo do nimero de leucocitos, de 67800/ul, bem como do bago, de 21,2
cm, nao ocasionou quaisquer sintomas fisicos, ¢ ambos o0s parametros retornaram
espontanecamente aos seus valores basais at¢ o quinto dia de cada ciclo de tratamento. Esses
achados estdo de acordo com outros estudos em que foi realizada a mobilizag¢do pelo tratamento

com G-CSF (GAIA, 2006 e YANNAKI, 2006)

Os valores médios de albumina, bilirrubina e da pontuac¢do das escalas de Child-Pugh e
MELD também sofreram pequenas oscilacdes ndo significativas. A avaliagio das células CD34"
mobilizadas ndo foi realizada em todos os pacientes, em virtude de dificuldades técnicas no
preparo das células para andlise por citometria de fluxo e, portanto, ndo puderam ser incluidas em

nossa analise.

O uso de filgrastima esta consolidado na pratica médica contemporanea em diversas
situacdes clinicas que levam a neutropenia. Outros fatores estimuladores de colonia de
granulocitos (G-CSF) e granulocitico-macrofagico (GM-CSF) tém sido usados em estudos de
mobilizagdo de células progenitoras da medula 6ssea com o intuito de avaliar seu potencial
regenerativo em diferentes 6rgaos previamente lesionados. Em cirrose hepatica, outra forma do
fator estimulante de colonia de granuldcitos, a lenograstima, também tem sido empregada, tanto
de forma isolada quanto para mobilizagdo e coleta das células mobilizadas e posterior infusao.
Diferentes doses e duragao do tratamento com G-CSF foram testadas, bem como diferentes

respostas obtidas (tabela 7).
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Tabela 7. Estudos com G-CSF (filgrastima e lenograstima) em pacientes com doencas

hepaticas.
Autores Numero de Child- G-CSF Doses NUmero Resposta
pacientes/sexo Pugh/ de dias avaliada
MELD
GAIA 8 CP:>9 lenograstima 5 pg/kg, 3 dias 4 pctes* com | 2
(2006) M/F' (5/3) M:>10 12/12 h pontos na escala
Child-Pugh
LEVICAR 5 CP A-B  lenograstima e 520 5 dias 4 pctes? albumina
(2008) M/F (4/1) coleta HSC® pg/dia 3 pctes com |
bilirrubina
YANNAKI 2 CP 8-12 G-CSF e 10 4-5 dias melhora
(2006) M/F M 14-23 coleta HSC ug’kg (3 ciclos) duradoura
LORENZINI 18 CP 5-9 lenograstima 2-15 7 dias ndo avaliada
(2008) M/F (17/1) M 7-17 e ng/kg
coleta HSC
(3 pctes)
SPAHR 13 CP 7-11 filgrastima 10 2x/dia sem beneficio
(2008) M/F (11/2) M 13-22 ug/kg 5 dias clinico
+ 11 pctes
controle
SILVA* 5 CP 7-10 filgrastima 10 2x/dia sem beneficio
(2009) M/F(5/0) M 13-19 ng/kg 5 dias clinico
(4 ciclos)

1-M/F - masculino/feminino; 2- CP - Child-Pugh; 3- M — MELD; 4- pctes — pacientes; 5- HSC — hematopoietic stem cell;

* O estudo aqui apresentado.

Nosso estudo ndo teve a mesma resposta obtida (melhora clinica) com o uso de
lenograstima (GAIA, 2008). Neste ultimo foi demonstrado um aumento significativo da
populacio de células CD34" apos estimulagdo com G-CSF, durante trés dias de uso, com mediana
variando de 1,43/ul antes da administragdo a 19,33/ul, no terceiro dia do estimulo. Esses valores
foram mais baixos do que aqueles verificados em voluntarios sadios submetidos a mobilizagao

com G-CSF que foi de 36,89 /uL. Contudo, observamos que a leucometria mediana dos pacientes
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desse estudo foi de 20000 /ul, enquanto que quatro de nossos pacientes atingiram cifras maiores

que 20000 /ul, sendo que trés deles atingiram mais de 40000/ pl, chegando até 67800 /ul.

Em nosso estudo ndo foi possivel avaliar o numero de células CD34" no sangue
periférico, mas seria improvavel supor que ndo houve mobilizacdo adequada de células
precursoras uma vez que a leucometria foi maior em nossos pacientes do que no estudo anterior.

Um estudo semelhante realizado em cinco pacientes com cirrose ¢ mobilizagao de células
progenitoras de medula 6ssea usando lenograstima na dose de 520 pg (microgramas),
diariamente, durante cinco dias e posterior coleta das células mobilizadas e subseqiiente infusao
na veia porta ou artéria hepatica demonstrou que o aumento da leucometria indicou a mobiliza¢ao

de células progenitoras em todos os pacientes (LEVICAR et al., 2008).

Discute-se o efeito da lenograstima versus filgrastima na pratica clinica e em ensaios de
laboratdrio, embora ambas sejam proteinas recombinantes de G-CSF, algumas diferencas existem
entre elas. A purificagdo e clonagem molecular do G-CSF foi realizada na metade dos anos 1980
e o primeiro recombinante humano (rh-G-CSF) desenvolvido foi a filgrastima, aprovada para uso
clinico nos Estados Unidos em 1991, em pacientes em tratamento quimioterapico (WELTE, et
al., 1996). Ela ¢ produzida em Escherichia coli e, diferentemente da molécula natural de G-CSF,
ndo possui residuos de aclcares em sua estrutura, embora seja muito semelhante em sua
sequéncia de aminoacidos e na sua conformacao estérica (KUBOTA et al., 1990). Sua poténcia
tem sido descrita como a mesma que a do G-CSF natural (SOUZA, et al, 1986). A maioria dos
dados clinicos disponiveis com G-CSF foi obtida com filgrastima. A lenograstima esta licenciada
para uso na Europa e Japao desde 1993 e ¢ produzida nas células de ovario de hamster chines,
que sdo capazes de fazer a glicosilacdo da proteina, como a molécula de G-CSF natural
(KUBOTA et al., 1990). Assim, a lenograstima ¢ mais semelhante ao G-CSF natural. Um estudo
randomizado comparou as duas substancias quimicas para tratamento de neutropenia decorrente
de quimioterapia, em criangas com cincer, na dose de 250 pg/m* e detectou a mesma atividade
dos dois recombinantes (BONIG, et al. 2001). Contudo, a estabilidade molecular da forma
glicosilada do G-CSF confere atividade bioldgica mais prolongada, conforme sugerido em um

estudo in vitro (QUEROL et al., 1999).
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Um estudo avaliando a mobilizacao de células progenitoras hematopoiéticas em pacientes
com esteato-hepatite alcoolica foi realizado em 24 pacientes usando doses de filgrastima de 5
png/kg/dia, durante cinco dias, em duas aplicagdes subcutianeas didrias. Os pacientes foram
sublocados em dois subgrupos, sendo 13 no brago da filgrastima e 11 no grupo controle, sendo
posteriormente reavaliados para histologia do figado, numero de células CD34", citocinas, testes
de funcao hepatica e evolucao clinica. Os resultados revelaram que houve mobilizacdo adequada
de células CD34", aumento na dosagem do fator de crescimento de hepatdcito (HGF) em mais de
212% e aumento de cerca de 50% na taxa de proliferagdo de células progenitoras hepaticas, em
favor do grupo tratado com G-CSF, embora nao se tenha observado melhora da fun¢do hepatica

(SPARH, et al., 2008).

O mecanismo pelo qual as células-tronco extra-hepaticas regeneram o figado ainda ¢
motivo de controvérsias, a possibilidade de transdiferenciacdo em hepatocitos ou fusdo das
células-tronco extra-hepaticas com os hepatdcitos remanescentes tem sido debatida (LAGASSE
et al. 2000, TERADA et al, 2002; WANG et al., 2003 ¢ VASSILOPOULOS et al., 2003), porém

sem uma clara evidéncia a favor de um ou outro.

Outra hipotese sobre o modo como ocorreria a recuperacao da funcao hepatica € a de que
as células progenitoras da medula dssea agem através da liberag@o de fatores de crescimento que
promoveriam a regeneragdo do 6rgao, com redugdo da fibrose ou com a formacao de novos vasos

sanguineos (KALLIS, et al., 2007).

Por fim, vale ressaltar que os pacientes incluidos em nosso estudo t€ém quadro clinico
grave, em decorréncia de um processo cronico de lesdo ao figado. Portanto, deve-se considerar a
possibilidade de utilizagdo de terapia celular em estagios menos avangados da doenga, com o
objetivo de retardar ou bloquear a evolugdo da lesdo quando a fun¢do do 6rgdo nio se encontra
ainda comprometida. Para esse fim, uma terapia baseada na administragdo de um hormonio
celular, tal como o G-CSF, seria de grande interesse por ser menos invasiva do que a coleta e

administracao de células-tronco.
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7 CONCLUSOES

7.1- Nosso estudo demonstrou seguranca e exequibilidade no uso da filgrastima (G-CSF)

em ciclos repetidos.

7.2- Nao houve indicac¢do de que este tratamento foi capaz de produzir melhoras clinicas

ou laboratoriais nos pacientes testados.

7.3- Os ensaios clinicos com G-CSF tém demonstrado seguranca, porém sem consenso
quanto aos beneficios do tratamento em pacientes com doengas cronicas do figado. Novos
estudos controlados, randomizados e duplo-cegos, com maior numero de individuos pesquisados,

sd0 necessarios para a demonstragao dos potenciais beneficios desta citocina.
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