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RESUMO

Este estudo aborda a terapia celular pelo transplante autdlogo de células-tronco de medula 6ssea em
pacientes com doenga parenquimatosa cronica de figado. Tem por objetivo avaliar a seguranga e
exeqiiibilidade do transplante de células mononucleares da medula 6ssea (CMO) em pacientes com
doenga cronica de figado em lista de transplante hepatico. Dez pacientes (oito masculinos) com
doenga cronica de figado foram incluidos no estudo e receberam infusdo de células autdlogas
provenientes da medula dssea. Sete pacientes foram classificados como Chil-Pugh B e trés como
Child-Pugh C. A confeccdo da linha de base incluiu avaliagdo clinica e laboratorial completa e
ressonancia magnética de abdome. Aproximadamente 50 ml aspirado da medula o6ssea foram
preparados com centrifugacdo em gradiente de Ficoll-hypaque. No minimo 100 milhdes de células
mononucleares da medula 6ssea foram infundidas na artéria hepatica usando a técnica rotineira de
quimioembolizagdo para tumores hepaticos. Os pacientes foram acompanhados quanto a efeitos
adversos por quatro meses. Os resultados indicaram que a média de idade dos pacientes foi de 52 anos
(variagdo entre 24 ¢ 70 anos). Todos os pacientes obtiveram alta com 48 horas apos a infusdo de
células da medula dssea. Dois pacientes se queixaram de dor moderada em sitio de puncdo da medula
6ssea. Nenhuma outra complicacdo ou efeito adverso relacionados ao procedimento foram observados,
os niveis de bilirrubina foram menores em um més (2.19 £ 0.9) e quatro meses (2.10 £ 1.0) apds o
transplante de células em relagdo aos niveis de base (2.78 £ 1.2). Os niveis de albumina quatro meses
apos a infusdo de células da medula dssea (3.73 + 0.5) foram maiores de que os niveis basais (3.47 £
0.5). Relacdo de Normalidade Internacional (RNI) decresceu de 1.48 (DP = 0.23) para 1.43 (DP =
0.23) um més apos o transplante celular. Concluiu-se que a infusdo de células da medula 6ssea na
artéria hepatica de pacientes com doenca cronica avancada de figado ¢ segura e exeqiiivel.
Adicionalmente, houve um decréscimo na media dos niveis de bilirrubina sérica ¢ RNI e um aumento
nos niveis de albumina. Os dados aqui apresentados permitem que outros estudos possam vir a avaliar

a eficacia do transplante de células da medula 6ssea em pacientes com doenga cronica de figado.
Palavras-chave: transplante. medula 6ssea. células. figado. doenca cronica.

Fortes, Marcos Fraga. Cellular therapy by Autologus mononuclear bone marrow
transplantation in patients with advanced chronic liver disease. Terapia celular pelo transplante
autdlogo de células tronco de medula 6ssea em pacientes com doenca parenquimatosa cronica de
figado. Universidade Estadual de Feira de Santana, 2008. 57f. (Dissertacdo, Mestrado em

Biotecnologia).
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ABSTRACT

Addresses cell therapy for transplant autologo of stem cells from bone marrow in patients with
parenchymal disease chronic liver. To evaluate the safety and feasibility of bone marrow cell
(BMC) transplantation in patients with chronic liver disease on the waiting list for liver
transplantation. Ten patients (eight males) with chronic liver disease were enrolled to receive
infusion of autologous bone marrow-derived cells. Seven patients were classified as Child-Pugh B
and three as Child-Pugh C. Baseline assessment included complete clinical and laboratory
evaluation and abdominal MRI. Approximately 50 mL of bone marrow aspirate was prepared by
centrifugation in a ficoll-hypaque gradient. At least of 100 millions of mononuclear-enriched BMCs
were infused into the hepatic artery using the routine technique for arterial chemoembolization for
liver tumors. Patients were followed up for adverse events up to 4 mo. The results of median age of
the patients was 52 years (range 24-70 years). All patients were discharged 48 h after BMC
infusion. Two patients complained of mild pain at the bone marrow needle puncture site. No other
complications or specific side effects related to the procedure were observed. Bilirubin levels were
lower at 1 (2.19 = 0.9) and 4 mo (2.10 £ 1.0) after cell transplantation that baseline levels (2.78 +
1.2). Albumin levels 4 mo after BMC infusion (3.73 £ 0.5) were higher than baseline levels (3.47 +
0.5). International normalized ratio (INR) decreased from 1.48 (SD = 0.23) to 1.43 (SD = 0.23) one
month after cell transplantation. Concluded that BMC infusion into hepatic artery of patients with
advanced chronic liver disease is safe and feasible. In addition, a decrease in mean serum bilirubin
and INR levels and an increase in albumin levels are observed. Our data warrant further studies in

order to evaluate the effect of BMC transplantation in patients with advanced chronic liver disease.

Key-words: transplant. bone marrow. cells. liver. chronic disease.
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1 INTRODUCAO

A busca de métodos para o reparo de problemas bioldgicos causados por lesdes, doengas ou
pelo envelhecimento tem sido impulsionada pela descoberta de células-tronco (CT), com
capacidade de auto-replicacdo e de diferenciacdo em diversos tipos celulares. Como os
transplantes heterotdpicos de orgdos trazem complicagcdes e limitagdes, vislumbra-se a

possibilidade de se reparar 6rgaos lesados usando-se terapias celulares.

A pluripotencialidade das CT em tecidos do organismo adulto, como na medula Ossea,
recoloca a questdo da sua utilizacdo terapfutica em bases totalmente novas. Nao apenas
evitam-se questdes ético-religiosas, que cercam a utilizacdo de células embriondrias em
pesquisas, as que sdo obtidas a partir de células da massa interna de embrides na fase de
blastocisto, mas, também, sdo eliminados problemas de rejeicdo imunologica ao podermos
utilizar CT, do proprio paciente, para atuar na regeneragao de seus tecidos ou 6rgaos lesados.
Existe, portanto, fundamentada esperanca de que a terapia com CT seja um instrumento

importante na medicina do futuro.

As CT da medula 6ssea sdo obtidas de maneira relativamente facil e ja ha experiéncia, de
mais de 30 anos, com a sua manipulacdo e uso clinico, o que as torna excelentes candidatas
para uso terapéutico em medicina regenerativa. As principais CT encontradas na medula 6ssea
sd0 as hematopoiéticas que diferenciam para as linhagens eritrdides, mielomonociticas e
linféides. Como segunda linha, encontram-se as células mesenquimais que dao origem aos
tecidos estromais e derivados do mesoderma (KALLIS, 2007). Neste estudo foram
investigados a seguranga e o potencial terapéutico de células mononucleares de medula 6ssea

autdlogas em hepatopatias em estagio avangado.

O transplante ortotdpico do figado ¢, atualmente, o método de escolha para o tratamento da
insuficiéncia hepatica cronica avangada. O tempo de espera nas listas de transplante hepatico
no Brasil ¢ muito elevado, o que ocasiona um aumento da mortalidade dos pacientes devido a
progressao da doenca. Portanto, torna-se necessdrio o estudo de métodos terapéuticos
alternativos para a insuficiéncia hepatica avancada que tenham o objetivo de melhorar a
sobrevida dos pacientes nas listas de transplante hepatico ou até mesmo eliminar a

necessidade de transplante do 6rgao.



A administracdo de células autdlogas mononucleares de medula 6ssea (CMN-MO) ja foi
utilizada com seguranca para o tratamento de doencas cardiacas em humanos . O beneficio
desta terapéutica para a re-populacdo de células funcionais vem sendo demonstrado em
modelos animais, porém, sua utilizacgdo em humanos ainda ndo estd bem definida. A
demonstragdo de seguranca da terapia com CMN-MO em pacientes com doenga

parenquimatosa cronica hepatica permitira a avaliacao da sua eficacia, em estudos controlados.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a exeqiiibilidade e seguranca do transplante autdlogo de células mononucleares de
medula 6ssea (CMN-MO) em pacientes com insuficiéncia hepdatica cronica avangada com

indicacdo de transplante hepatico

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar modificagdes em testes laboratoriais indicativos de necrose hepatocelular (dosagem
sérica das transaminases) e a deterioracdo da funcdo hepdtica; (dosagem sérica das

bilirrubinas, de albumina e determinagdo do tempo de protrombina);

- Verificar a potencial eficicia da terapia celular pelo transplante autélogo de células-tronco
de medula 6ssea em pacientes com insuficiéncia hepatica cronica avangada, comparando
parametros relacionados a fung@o hepatica antes e apds o tratamento.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CELULAS-TRONCO

As CT segundo sao células nao diferenciadas capazes de: proliferar, de fazer auto-renovagao
da sua populacdo, de produzir um grande nimero de células derivadas funcionais e

diferenciadas e de causar a regeneracgdo tecidual apds uma lesao.



As CT podem ser divididas em quatro tipos, de acordo com o potencial de diferenciacao:
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, ou unipotentes. As células embrionarias sdo s6 do
tipo totipotentes e geram células de todos os trés folhetos germinativos (endoderma,
mesoderma, e ectoderma) formando o futuro 6rgdo. As células pluripotentes contribuem para
as trés camadas. As CT que se diferenciam em somente uma das camadas germinativas, sdo
consideradas multipotentes e constituem as células-tronco adultas tecido-especificas

(DIARMAID et al., 2008).

Desde a década de 60, sabe-se que organismos adultos tém a capacidade de auto-regenerar
tecidos, tais como a pele, o epitélio intestinal e o sangue. Durante muitas décadas estudou-se a
hematopoiese (processo de producdo das células sangiiineas) a partir de CT multipotentes,
localizadas na medula 6ssea, que sdo capazes de dar origem a células progressivamente mais
diferenciadas e com menor capacidade proliferativa. As células mesenquimais da medula
ossea, as CT multipotentes, que sdo as CT melhor caracterizadas em humanos, geram as
linhagens progenitoras mieloide e linféide, que terminam por dar origem a todos os nove tipos

celular presentes no sangue .

Atualmente j& foram identificadas CT em praticamente todos os tecidos. Mesmo 6rgaos como
o coragdo e o cérebro, em que se acreditava ndo ocorrer nenhum processo de regeneracao no
individuo adulto, possuem CT que promovem o reparo tecidual. Alguns tecidos adultos
podem servir como fontes de acesso facil para obtengdo de CT, como a medula 6ssea e o
tecido adiposo. No entanto, a maioria das células-tronco de tecidos adultos ¢ de dificil
obtencdo para o uso clinico rotineiro, e em geral, as células obtidas ndo podem ser usadas

prontamente, pois requerem expansao in vitro.

Além do potencial de gerar as células do sistema hematopoiético, foi demonstrada a presenga
de CT na medula 6ssea multipotentes, as denominadas células MAPCs (multipotent adult
progenitor cells) que em condi¢cdes adequadas poderiam dar origem a células de todos os
tecidos do organismo . Portanto, a visdo em relacdo as CT do adulto tem mudado

substancialmente nos ultimos anos.



3.2 0 POTENCIAL REGENERADOR DAS CELULAS-TRONCO

A nocdo de que vérios tecidos e oOrgdos do corpo humano, como o figado, musculo
esquelético, pancreas e sistema nervoso, t€ém um estoque de CT com uma capacidade limitada

de regeneragao tecidual apos lesdo, ¢é relativamente recente .

Além disso, o classico paradigma da diferenciagdo restrita de CT a uma linhagem especifica
para cada 6rgdo estd sendo desafiado pela sugestdo de que células-tronco adultas, incluindo
CT hematopoiéticas, possuem um grau previamente desconhecido de desenvolvimento de

plasticidade que permite a elas se diferenciarem em outros tecidos .

O primeiro relato desta propriedade das CT de medula 6ssea adultas foi feito em 1998, por um
grupo de cientistas italianos, que estudaram a regeneracdo de musculo esquelético por células
derivadas da medula 6ssea. Quando, ao invés de injetar as células medulares na lesdao
muscular, os autores realizaram um transplante da medula 6ssea geneticamente marcada, entre
camundongos, observaram a migragdo de células medulares geneticamente marcadas para a
area lesada no musculo esquelético do receptor, sugerindo que, sob condi¢des de agressao
tecidual, CT medulares adultas podem migrar para a regido lesada e se diferenciar em

musculo esquelético .

Avaliagdes de tecidos obtidos de individuos transplantados com células ou o6rgios de
individuos de sexo oposto corroboraram a noc¢ao de que células da medula 6ssea podem se
diferenciar em células de outros tecidos. Esses estudos, de quimerismo em pacientes,
demonstraram a presenca de células do doador, que foram positivas para o cromossomo Y em

diferentes 6rgaos apds transplante de medula dssea de individuo masculino para feminino).

Os mecanismos pelos quais as células-tronco circulantes sao recrutadas para 6rgaos ou tecidos
especificos ainda ndo sdo completamente compreendidos. A lesdo tecidual causa mudancas
regionais que podem exercer um papel importante no recrutamento das CT .

3.3 CELULAS-TRONCO E FIGADO

Algumas doengas hepaticas de diversas etiologias afetam, primariamente, os hepatocitos e

podem levar a disfungdo da célula hepatica e insuficiéncia do 6rgdo. Em um figado normal



apos a resseccdo de 75% da massa hepatica, a depender do organismo, em uma semana o
mesmo retorna ao numero original de células e em duas a trés semanas recupera a massa
tecidual original. A regeneracdo hepatica ¢ um fendmeno de reestruturacdo de células
endogenas e deve ser diferenciada das reconstituigdes por células transplantadas de doadores,

que consiste na repopulagdo do figado por novas células.

O parénquima hepatico ¢ composto principalmente de hepatdcitos e colangidcitos, mas
diferentemente de outros 6rgaos do trato gastrointestinal, a massa hepatica ¢ restaurada em sua
maioria pela divisao de hepatdcitos adultos e nao pelas CT (KALLIS, 2007). Porém, as células
medulares, podem ser fonte para reparo de varios tipos de células epiteliais hepaticas,
principalmente, na vigéncia de insuficiéncia aguda ou cronica. Os mecanismos relacionados a
aparente diferenciacdo das células-tronco para hepatocitos novos e maduros tém sido
amplamente debatidos . Inicialmente, algumas observagdes sugeriram, em modelo
experimental, que a trans-diferenciagao poderia explicar a conversao das células-tronco da

medula 6ssea em hepatocitos .

Autores como demonstraram em seus estudos que, ao invés da trans-diferenciagdo, a fusio das
células-tronco com as células hepaticas era o principal mecanismo responsavel pela

regeneragdo dos hepatocitos.

Mais importante que a definicdo da existéncia de diferencia¢ao ou fusao de células-tronco com
hepatdcitos € avaliar a persisténcia e efeitos destes fendmenos. Os provaveis efeitos paracrinos
podem influenciar o potencial de replicagdo dos hepatdcitos, modular o grau de fibrogenese,
potencializar o processo de degradacdo da fibrose e atuar sobre a angiogenese (DIARMAID,

2008).

Uma possivel explicagdo para a estreita relagdo entre o figado e a medula dssea ¢ a
possibilidade da existéncia de progenitores hepaticos dentro da medula dssea. Estas células
estariam em estado quiescente e poderiam ser ativadas em resposta a lesdo do hepatodcito
(KALLIS, 2007).

Apesar das evidéncias de que CT hematopoiéticas sdo importantes fontes de hepatdcitos ou
células progenitoras hepaticas (ROSKAM et al., 2004), outras células derivadas da medula
Ossea sdo provavelmente essenciais nas respostas as lesdes hepaticas. Células, como

macrofagos, podem produzir mediadores essenciais a restauracdo dos danos teciduais e junto



com as células de Kupffer podem fagocitar células mortas durante o remodelamento do tecido.
A infusdo de CT diretamente no figado pode ser fonte de uma série de reagdes que

proporcionariam uma melhor reestruturacao hepatica apds uma lesdo .

O conhecimento da fusdo entre hepatocitos do receptor e CT do doador, gerando uma estrutura
funcional, criou uma nova linha de pesquisa que consiste na descoberta de substancias que
induzam este fendmeno que, embora conhecido e existente, € raro. Os hepatdcitos podem ser
gerados diretamente pela diferenciacdo de CT de medula 6ssea ou indiretamente intermediado
por células ovais. Existe consistente controvérsia, principalmente, quando comparados estudos
em humanos e estudos experimentais em roedores. Em animais ainda nao foi estabelecido que
o transplante de medula 6ssea deva ser considerado como opg¢do terapéutica para doengas

hepaticas ; KALLIS, 2007).

) transplantaram CT de medula 6ssea de ratos machos marcadas geneticamente (antigenos
CD26 ou L-21-6) em fémeas letalmente irradiadas e as submeteram a agressao hepatica severa,
observando a presenca de hepatdcitos provenientes do doador no figado dos animais
receptores. em estudo semelhante feito em camundongos, observou a presenga de hepatocitos

positivos para cromossomo Y e expressao de albumina em receptores de CT de medula dssea.

estudando a capacidade de diferenciacdo de CT de medula 6ssea em hepatocitos, transplantou
CT hematopoiéticas purificadas (c-Kit" Thy” Lin— Sca-1") em camundongos FAH-/-(Fumaril
Acetoacetato Hidroxilase) letalmente irradiados e submetidos a agressao hepatica. Sete meses
apOs o transplante, foram observados numerosos nddulos de repopulacdo de hepatocitos FAH
positivos, correspondendo a um percentual de 30 a 50% da repopulacdo hepatica. Estudo
realizado por utilizando marcadores Bcl-2 demonstrou em camundongos somente de 0,05 a

0,8% de repopulacao hepatica.

isolaram CT hepaticas derivadas da medula 6ssea de ratos com colestase, que, ao serem
transplantadas através da veia porta de figados receptores, levaram ao surgimento de
hepatdcitos maduros que apresentaram, em cultura, um fendtipo funcional, com capacidade de

metabolizar amoOnia para uréia.

As lesdes cronicas de figado sao normalmente acompanhadas de fibrose, devido a inflamacao e

conseqliente ativacdo de células estreladas hepaticas, proliferando e sintetizando colageno.



Existem evidéncias de que parte da populagdo de miofibroblastos possam ser derivados de
células da medula 6ssea, em modelo experimental com lesdo de figado por tetracloreto de
carbono (CCly) e tioacetamida, mais de 70% das células estreladas hepaticas e miofibroblastos

envolvidas nas fibroses septais foram derivadas da medula dssea (RUSSO et al., 2006).

Os autores informam ainda que as células mesenquimais sdo as provaveis principais
precursoras do miofibroblasto, contudo, outras células da medula 6ssea podem estar
envolvidas, dentre elas as CT hematopoiéticas, podendo promover ndo somente a regeneragao

hepatica, como também atenuar os processos fibroticos.

Em estudo realizado com receptores do sexo masculino de figado de doadores do sexo
feminino, com recidiva de doenga hepatica, 6 a 22% da fibrose hepatica tinham miofibroblasto
cromossomo Y positivo, sugerindo papel relevante das células derivadas da medula 6ssea no

reparo destes pacientes (FORBES et al., 2004).

Estudos em modelos animais com doenca hepatica tém demonstrado que o transplante de
células da medula 6ssea pode reduzir o grau de fibrose hepatica e ter impacto na sobrevida.
Sakaida et al., (2005) investigaram o efeito do transplante de células da medula 6ssea em
camundongos com fibrose estabelecida em figado induzida por tetracloreto de carbono (CCl4).
Quatro semanas apds o transplante, os camundongos apresentaram significante redu¢do da
fibrose comparado com os camundongos com somente CCl4. Estudos com CT mesenquimais
corroboram com estes dados, com reducdo de fibrose e aumento na expressdao de albumina

(OYAGI et al., 20006).

Resultados encorajadores tém sido obtidos também em estudos com seres humanos. estudando
mulheres submetidas a transplante de medula a partir de doador masculino, assim como em
transplantes de figado de doadoras mulheres para receptores homens, observaram o
aparecimento de hepatdcitos positivos para cromossomo Y. Este estudo foi corroborado por
outros autores como, Theise) que demonstraram a presenca de células derivadas da medula

ossea transplantada em todo o trato gastrointestinal biopsiado.

Estudos recentes substanciam a existéncia de CT que tém potencial para gerar células de

linhagens diversas como hepatdcitos e epitélio biliar, porém a origem destas células permanece



uma controvérsia, assim como o método adequado para a andlise funcional e propriedades

destas .

Pesquisadores do Imperial College, da University College de Londres e do Fundo Imperial
para Pesquisa de Cancer afirmaram que as CT podem ser facilmente coletadas de um paciente
e estimuladas a se desenvolverem em células hepaticas, através da manipulacdo de seu meio,
tornando esta informagdo publica e estimulando a comunidade cientifica a elucidar estas

questoes .

Em 1996, Goodell et al., isolaram uma populagdo de CT hematopoiéticas do figado de
camundongos com atividade excludente de Hoechst (side population). Estas células se
diferenciaram in vitro em hepatdcitos e in vivo em hepatocitos e células epiteliais do ducto
biliar. Outras populacdes de CT no figado, como as mesenquimais, precursores localizados no
espaco periductular com origem provavel na medula 6ssea e células indiferenciadas localizadas

no canal de Hering, podem contribuir para a gera¢do de células ovais e regeneracdo hepdtica

(CHIBA et al., 20006).

3.4 CELULAS-TRONCO HEMATOPOIETICAS

A medula d6ssea contém uma grande variedade de tipos celulares, incluindo CT e precursores
capazes de regenerar continuamente as células sangiiineas. Ha4 mais de 40 anos as CT
hematopoiéticas sao utilizadas na pratica médica para fins hematoldgicos e oncoldgicos, e por

isso o conhecimento sobre estas ¢ mais amplo do que para outros tipos de células-tronco.

O potencial de diferenciacao das CT hematopoiéticas em tipos celulares ndo hematopoiéticos ¢
um tema bastante discutido. A discordancia se da ainda porque em muitos trabalhos utilizam-se
populacdes celulares denominadas de CT hematopoiéticas e sdo utilizadas, na realidade,
células da medula 6ssea que contém, em maior ou menor propor¢do, populacdes diferentes de

CT, incluindo o que se chama de mesenquimal (ou estromal) (KALLIS et al., 2007).

CT hematopoiéticas circulam em condigdes normais ou patoldgicas e podem participar de
processos de neovascularizacdo. As CT hematopoiéticas expressam geralmente CD34 na sua
superficie, que ¢ também um marcador de células endoteliais e seus progenitores. As chamadas

células progenitoras endoteliais (EPC) sdo células provenientes da medula 6ssea encontradas



na circulacdo e que podem migrar para areas de isquemia e participar da formacdo de novos
vasos sangiiineos. Estas células foram obtidas in vitro a partir de culturas de CT
hematopoiéticas, e sdo caracterizadas pela expressdo de receptor 2, do fator estimulador de
endotélio vascular (VEGF), de fator Von Willebrand e de sintetase de 6xido nitrico endotelial

(eNOS) (AICHER et al., 2005).

3.5 CIRROSE HEPATICA E TRANSPLANTE DE FIGADO

A cirrose hepatica esta associada a diferentes etiologias e corresponde anatomicamente a um
processo difuso de fibrose com formagao de nodulos. As manifestagdes clinicas sao diversas,
refletindo em parte um grande numero de processos fisiopatologicos que podem lesar o figado
e sua grande capacidade de reserva. Estima-se que aproximadamente, 40% dos pacientes com
cirrose sdo assintomaticos. Uma vez sintomatico, o estado geral do paciente ¢ debilitado com
repercussdes negativas na sua vida cotidiana, muitas vezes incapacitando-o para o trabalho,

além de representar elevados custos financeiros.

A cirrose contabiliza cerca de 26.000 mortes por ano nos EUA, ¢ mais de 228.145 anos
potenciais de vida perdidos . O paciente com cirrose alcodlica perde em média 12 anos de vida
produtiva, muito mais do que pacientes com cardiopatia (dois anos) e cancer (quatro anos), o

que enfatiza a necessidade de um diagnostico precoce.

Nao hé duvida de que o virus da hepatite C (VHC) constitui atualmente o principal agente
etiologico de doenga hepatica avancada. De acordo com a regido geografica estudada, entre 30
e 75% dos casos de cirrose estdo relacionados ao VHC. O quadro clinico evolutivo ¢
caracterizado por formas assintomaticas na maioria dos pacientes, porém uma menor
propor¢ao desenvolve hepatite cronica, hipertensdo portal e cirrose, notadamente, quando ha
associagdo com co-morbidades como o alcool, virus B e virus HIV.

Na presenca de cirrose, o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, nos EUA, ¢ observado
em 4% dos casos ao ano . Na maioria das regides geograficas, a cirrose por virus C ¢é a
principal causa de transplante hepatico em adultos. O desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular ¢ uma causa de descompensag¢do hepatica e tem indicagdo para transplante
hepatico quando a dimensdo do tumor for inferior a 5 cm, nédulo tnico, ou menor do que 3 cm

até trés nodulos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=
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3.6 TRANSPLANTE ORTOTOPICO HEPATICO

A indicagdo para o transplante hepatico nos pacientes com cirrose ocorre na fase de
descompensagdo da doenga. Nesta situagcdo a reserva funcional hepdtica estda comprometida,
culminando em um quadro clinico de insuficiéncia hepatica, aparecimento de edemas, ascite,
ictericia, atrofia da musculatura, encefalopatia hepatica e alteragdes laboratoriais:
hipoalbuminemia < 3g/dl; prolongamento do tempo de protrombina (abaixo de 50% do
controle). Nessa condi¢do a mortalidade ¢ elevada nos primeiros dois anos, muitas vezes nao
havendo tempo habil para esperar por tratamento adequado como o transplante hepatico. A

gravidade da doenca hepatica ¢ universalmente avaliada pela classificacio de Child-Pugh

(Tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo Child-Pugh
Encefalopatia (-) I-11 1I-1V
Ascite () Leve a moderada Tensa
Bilirrubinas <2 mg/dl 2-3 mg/dl >3.0 mg/dl
Albumina >3,5 g/dl 3,5-3,0 g/dl <3,0 g/dl
Protrombina >80% 80-60% <60%

< 4 segundos 4-6 segundos >6 segundos

Pontos 1 2 3

Pontuagdo — A:5-6 B:7-9 C>9

Atualmente o transplante hepatico oferece sobrevida de 75 a 80% em trés anos dos pacientes
transplantados. Entre 2001 a 2004 foram realizados, no Brasil, 2697 transplantes hepaticos,
porém, em 2003, a lista de espera era de 4287 pacientes. Em 2004 a lista de espera cresceu para
6107 pacientes. Estes dados mostram a necessidade de uma politica bem orientada para
aumentar o numero de doagdes e reduzir a freqii€éncia de Obito em listas de espera para o
transplante hepatico. A propor¢ao de doagdes de figado de caddveres € bem menor do que a
propor¢ao de pacientes que sao incluidos, a cada ano, na lista de receptores para o transplante
(Tabelas, 2 e 3).

Como conseqiiéncia desta desigualdade, observa-se um aumento progressivo de pacientes com
insuficiéncia hepatica grave nas listas de espera para o transplante, deixando o desalentador
registro do aumento de obitos por falta de doagdo de 6rgao. Na Bahia foram realizados entre
2001 e 2003, 18 transplantes hepaticos e, em 2004, somente 12 transplantes, contrapondo-se a
uma lista de 87 candidatos, comparados a 59 pacientes no ano de 2003.

Esta bem estabelecida a eficacia do transplante ortotdpico de figado como opgdo terapéutica

para pacientes com doenca hepatica avangada. Entretanto, um grande nimero destes pacientes
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nao consegue sobreviver ao longo periodo de espera nas listas. Torna-se necessario e urgente,
portanto, a realizagdo de melhores programas de captacdo de orgaos, ou alternativas
terap€uticas que atenuem o grau de disfuncdo hepatica e contribuam para aumentar o tempo de

sobrevida dos pacientes em listas para a realiza¢do do transplante.

A possibilidade de tratamento com células mononucleares autdlogas podera vir a representar
uma importante etapa na conquista do objetivo de aumentar a sobrevida destes pacientes e
permitir a realiza¢do da cirurgia. Em pacientes com cardiopatias a espera de um transplante
cardiaco, o tratamento com CT ja vem sendo realizado e os resultados sdo promissores em
otimizar a funcdo cardiaca. O impacto das terapias alternativas que possam vir a prorrogar ou
evitar os transplantes de 6rgaos ¢ de grande relevancia, ja que estes procedimentos sdo de alto
risco, com grande custo, envolvem politicas complicadas de doacdes de orgdos, necessita de
equipes com formagdo especifica, logistica hospitalar de alta complexidade e geram uma
condicdo clinica para o paciente de dificil controle com uso de imunossupressores
indefinidamente e drogas de resgate de rejei¢do, com conseqiientes implicagdes no sistema de

saude publica e na condic¢ao social e laborativa do individuo.



Tabela 2 - Lista de Espera de Transplante de Figado, no Brasil, em 2003 — 2004.

2003 2004
ESTADOS FIGADO ESTADOS FIGADO
Alagoas L Alagoas .
/Amazonas - /Amazonas -
Bahia 59 Bahia ]7
Ceara 37 Ceara 08
Distrito Federal 4 Distrito Federal D
Espirito Santo L Espirito Santo -
Goias - Goias -
Maranhao - Maranhao -
Mato Grosso L Mato Grosso -
Mato Grosso do Sul L Mato Grosso do Sul |
Minas Gerais 141 Minas Gerais 154
Para - Para -
Paraiba - Paraiba 6
Parana 406 Parana 436
Pernambuco 268 Pernambuco 351
Piaui - Piaui -
Rio de Janeiro 556 Rio de Janeiro 1,093
Rio Grande do Norte L Rio Grande do Norte
Rio Grande do Sul 246 Rio Grande do Sul [372
Santa Catarina 3 Santa Catarina 21
Sao Paulo 2562 Sédo Paulo 3,487
Sergipe - Sergipe -
Total 4287 TOTAL 6,107

Fonte: Dados obtidos do Sistema Nacional de Transplante.
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Tabela 3 - Transplantes hepaticos realizados no Brasil de 2001 a 2004.

2004 | 2004 2003 | 2003 | 2002 | 2002 2001 | 2001

DV DC DV DC DV DC DV DC
Alagoas - - - - - - - -
Amazonas - - - - - - - -
Bahia - 12 - 3 - 2 1 -
Ceara - 35 - 28 - 3 - 2
Distrito Federal - - - - - - - 4
Espirito Santo - - - - - - - -
Goids - 2 - - - - - ,
Maranhio - - - - - - - -
Mato Grosso - - - - - - - -
Mato Grasso do Sul | - - - - - - - -
Minas Gerais 1 46 - 51 - 36 - 54
Para - - - - - - - -
Paraiba - 5 - - - - - -
Parana 42 23 51 32 41 46 33 38
Pernambuco 8 28 2 43 1 21 - 15
Piaui - - - - - - - -
Rio de Janeiro 14 59 7 62 1 60 1 30
Rio Grande do Sul 4 78 8 119 7 103 1 93
Rio Grande do Norte | - - - - - - - -
Santa Catarina - 12 - 10 - 6 - -
Sdo Paulo 67 275 84 291 79 241 39 239
Sergipe - - - - - 0 - -
Total 135 575 152 639 129 518 74 475

DC-doador cadaver; DV-doador vivo
Fonte: Dados obtidos do Sistema Nacional de Transplante
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4 JUSTIFICATIVA

A doenga cronica de figado pode evoluir para fase terminal de doenca, faléncia hepatica e
morte dos pacientes. Nas fases avangadas de doenga, estes podem apresentar complicacdes
como encefalopatia, ascite, hemorragia por varizes esofagianas. O transplante hepatico ainda ¢
o tratamento adequado para estes pacientes. Em centros de paises desenvolvidos, 10 a 15% dos
pacientes em lista de transplante falecem sem serem submetidos ao transplante. Em alguns
centros de paises em desenvolvimento estes numeros podem ser ainda maiores. Portanto,
métodos alternativos como a utilizacdo de CT, sdo necessarios para aumentar a sobrevida dos

pacientes em lista de transplante.

A literatura especifica informa que estudos em modelos animais tém demonstrado que o
transplante de células da medula 6ssea pode acelerar o processo de regeneragdo hepatica,
reduzir a fibrose do figado, melhorar a fun¢do do orgdo e sobrevida. Com base em outros
estudos clinicos que demonstraram a potencial seguranca das células de medula 6ssea e sua
potencial eficdcia no tratamento de lesdes cardiacas, assim como nos dados experimentais em
modelos de doencas hepaticas, a investigacdo clinica do potencial terapéutico de células de

medula dssea em pacientes com doencas hepaticas € de grande interesse.

As condicdes de transplantes ortotdpicos de figado, que permanece ainda hoje como o
tratamento de escolha para pacientes com doenga cronica de figado descompensada, variam
significativamente de acordo com as caracteristicas geograficas, sociais € econOmicas €
culturais de cada Unidade Federativa podendo ser desde insuficientes ou até mesmo
inexistentes. Contudo, para o paciente que perde o tempo hébil para ser transplantado, significa

sucumbir a historia natural da doenga.

Novas alternativas sdo fundamentais para mudancas deste cendrio. As caracteristicas de
replicacdo e plasticidade das células-tronco, permitindo diferenciagdo em tipos especificos de
células uma vez devidamente estimuladas, nos permite vislumbrar meios alternativos de
suporte para que os pacientes tenham melhores sobrevidas nas listas de transplantes e até

mesmo se tornarem importantes métodos terapéuticos.
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5 METODOLOGIA

5.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo estd fundamentado no ensaio terapéutico de fase I

5.2 POPULACAO

Foram estudados dez pacientes com insuficiéncia hepatica cronica avancada, pertencentes a
classificagdo de Child-Pugh B ou C. Esses individuos foram selecionados a partir do
ambulatorio de transplante hepatico do Hospital Sdo Rafael e do ambulatério de Hepatologia

do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia.

5.3 AMOSTRAGEM

O estudo contou com dez pacientes com doenga parenquimatosa cronica de figado, locados em
lista de transplante hepatico, oito do sexo masculino e dois do sexo feminino, a idade variou
entre 24 e 70 anos. Estes receberam infusdao autologa de células da medula 6ssea, durante o
periodo de setembro de 2005 a Janeiro de 2006. Todos concordaram e assinaram um
consentimento informado (Anexo A). O estudo obedeceu as diretrizes éticas conforme a
Declaragao de Helsinki de 1975 e também foi aprovado pela Comissdo de ética do Hospital
Sdo Rafael, Salvador, Bahia e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Foram
incluidos os pacientes que preencheram os seguintes critérios: idade entre 18-75 anos,
portadores de doenga cronica parenquimatosa de figado de diferentes etiologias classificadas
como Child-Pugh B e C, auséncia de tumor no figado e uso apropriado de anticoncepcionais
em mulheres em idade fértil.

O estudo de inclusdo constou de avaliacdo clinica e laboratorial completa assim como
ressondncia magnética de abdome total para exclusdo de tumores hepaticos. Os exames
laboratoriais consistiram em hemograma completo, bilirrubinas séricas, tempo de protrombina,
glicemia, uréia, creatinina, alfafetoproteina, proteinas totais e albumina, concentracao sérica de
aminotransferases, fosfatase alcalina, niveis de gama-glutamil transferases e concentracdo do
hormoénio estimulante da tiredide. Os pacientes foram seguidos com avaliagdo de efeitos
adversos através de avaliagdes clinicas e laboratoriais nos dias 1, 2, 3, 7, 15, 30, 45, 60, 90 ¢

120 apds o transplante de células da medula 6ssea.
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Aproximadamente 50 ml da medula 6ssea foram aspirados através da crista iliaca. Uma frag¢ao
enriquecida de células mononucleares provenientes da medula oOssea foi obtida por
centrifugacdo em gradiente de ficoll-hypaque. Pelo menos 100 milhdes de células
mononucleares resultantes deste processo foram diluidas em salina para infusdo via artéria
hepatica através de cateter usando técnica semelhante a utilizada para quimioembolizacdo de

tumores hepaticos.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

Inclusao Exclusao

Idade entre 18 e 75 anos Impossibilidade em obter acesso vascular para
procedimento percutineo

Pacientes com insuficiéncia hepatica cronica | Sepsis (definida de acordo com os critérios da Society
avancada de qualquer etiologia com indicacdo de | of Critical Care Medicine e American College of
transplante hepatico que se encontrem na lista de | Chest Physicians, 1992);

transplante hepatico do Hospital Sdo Rafael

Vigéncia de encefalopatia hepatica;
A selecdo dos pacientes obedeceu a ordem

decrescente a partir da tltima colocagdo na lista de | Vigéncia de coagulopatia grave com RNI >2,0 ou
transplante plaquetopenia <40.000;

Pacientes com alta probabilidade de serem | Neoplasias malignas (exceto cancer de pele ndo
submetidos ao transplante hepatico nao foram | melanoma);
incluidos no estudo. Admitiu-se, na lista de

transplante do Hospital S. Rafael, como alta
probabilidade de serem chamados para a cirurgia,
os 2 proximos pacientes do grupo sanguineo A, os
2 préximos do grupo sanguineo O, bem como os
primeiros dos grupos B e AB.

Insuficiéncia cardiaca descompensada;

Doengas hematoldgicas primarias;

Auséncia de evidéncias clinicas, laboratoriais Insuficiéncia renal moderada (creatinina acima de 2
ou radioldgicas de carcinoma hepatocelular mg/dl);

Dependéncia de suporte organico, como circulatério ou
ventilatério

Assinatura do termo de consentimento livre e | Gravidez;
esclarecido

Participagdo em outro ensaio clinico.




17

5.5 FASE DE SELECAO E DE EXAMES PRE-TRANSPLANTE

Todos os pacientes foram submetidos a uma avaliag@o clinica, com obtencdo da anamnese e
exame fisico, a uma avaliacdo laboratorial com a determinacdo da classificagdo de Child-
Pugh, hemograma completo, proteinas totais e albumina, bilirrubinas, tempo de protrombina,
AST, ALT, fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase, sodio, potassio, uréia, creatinina,
como também, a exames de imagem incluindo ressonancia magnética de abdome superior.
Um eletrocardiograma foi realizado em todos os individuos a admissdo. Foram considerados
validos os exames laboratoriais dos ultimos 30 dias e exames de imagem dos ultimos trés

meses.

5.6 FASE DO TRANSPLANTE CELULAR

Todos os pacientes foram submetidos a terapia celular apds admissao hospitalar. Um minimo
de 50 milhdes de células mononucleares, da medula 6ssea (obtidas a partir de 50 ml de sangue
de medula 6ssea, coletados por pun¢do da crista iliaca) foi injetado na artéria hepatica em
solucdo salina albuminada a 5%, no mesmo dia do isolamento das células, através de cateter,
apos arteriografia, utilizando técnica semelhante a de quimioembolizacdo arterial para
carcinoma hepatocelular. O volume de infusdo foi de aproximadamente 20 ml, em infusdo

continua, durante 10 minutos.

5.7 PROCEDIMENTOS DE COLETA E PREPARO DAS CELULAS-TRONCO DA
MEDULA OSSEA

Os pacientes foram posicionados individualmente em decubito ventral; cada paciente foi
sedado com propofol I.V. e receberam anestesia local pela administracao de 10 ml de lidocaina
a 2%, sem vasoconstrictor, distribuindo-se 5 ml para cada crista iliaca de modo a anestesiar as
areas no periosteo a serem puncionadas, € ndo um unico ponto. Foram utilizadas agulhas de
Osgood para pungdes medulares, em numero de 10 (5 em cada crista iliaca), sempre em pontos
distintos da crista iliaca. Foram retirados 5 ml de medula dssea em cada aspirado, utilizando

seringas de 20 ml, previamente preenchidas com 0,2 ml de heparina (1000 unidades).

Aproximadamente 50 ml de medula dssea foram diluidos 1:1 com solugdo salina e utilizados

para a separacao da fragcdo de células mononucleares por centrifugacdo em gradiente de Ficoll-
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Hypaque. O anel de células mononucleares acima da camada de Ficoll foi coletado e
centrifugado repetidamente em RPMI e soro fisioldgico albuminado a 5%. Apods contagem das
células (em cdmara de Neubauer com Turk e azul de Trypan objetivando estimar a viabilidade
celular) foi ajustada a suspensdo celular, para um volume final de 20 ml e colocada em uma

seringa estéril de 20 ml, para encaminhamento para o centro de hemodinamica.

5.8 AVALIACAO DOS EVENTOS ADVERSOS DA TERAPIA

Foi considerado evento adverso relacionado a terapia os efeitos colaterais observados no
periodo de 30 dias ap6s a infusdo das células mononucleares. Foi considerado agravamento da
fungdo hepética um aumento de dois pontos no escore da classificagdo de Child-Pugh.
Alteragdes inflamatorias sist€émicas relacionadas a administragdo de CMN-MO na circulagdo

hepatica foram caracterizadas pela presenca de taquicardia, febre ou leucocitose.

5.9 AVALIACOES DA EFICACIA DA TERAPIA CELULAR

Foi considerada melhora clinicamente significante da fun¢do hepatica, uma diminui¢do em
dois pontos na classificacdo de Child-Pugh. Esses critérios foram adotados em outros trabalhos

apontados na literatura especifica (MOHAMADNEJAD et al., 2007)

As avaliagdes dos dados laboratoriais, principalmente nivel sérico de albumina e tempo de

protrombina, refletem o grau de reserva e fungdo hepatica, antes e apos transplante de CT.



19

Tabela 4 - Protocolo de acompanhamento clinico, laboratorial e por exames de imagem.

INTERNAMENTO HOSPITALAR ACOMPANHAMENTO
AMBULATORIAL
PROCEDIMENTO |TRIAGEM [DIA 1 DIA2 |DIA 3 DIA7 |[DIA 14 |DIA 30
TRANSPLANTE ALTA
CMN-MO
ANAMNESE E|X X X X X X X
EXAME FISICO
HEMOGRAMA X
PROTEINAS X
TOTAIS E
FRACOES
BILIRRUBINAS
TEMPO DE | X X X X X X X
PROTROMBINA
TTPA X X X X X X X
AST X X X X X X X
ALT X X X X X X X
FOSFATASE X X X X X X X
ALCALINA
GAMA GT X X X X X X X
oFETO-PROTEINA | X
FERRITINA X
SAT X
TRANSFERRINA
SODIO X X X X X X X
POTASSIO X X X X X X X
UREIA X X X X X X X
CREATININA X X X X X X X
GLICOSE X X X X X X X
T4 LIVRE X
TSH X
COLESTEROL X
TRIGLICERIDES X
US DE ABDOME |X
COM DOPPLER
TC DE | X
ABDOME/RMI




Tabela 5 - Protocolo de acompanhamento clinico, laboratorial e por exames de imagem.
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5.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise das medidas foi realizada com calculos de médias, desvios padrdes e intervalo de
confianca de 95% (testes laboratoriais e escore de Child-Pugh, tomando para linha de base os
meses um e quatro). As modificagdes dos riscos relativos entre o primeiro € o quarto meés
foram calculadas. Para estudo da evolu¢ao dos parametros laboratoriais, apds infusdao de
células da medula 6ssea as respostas foram registradas, individualmente, conforme tempo
preestabelecido. Adicionalmente, a estimativa das médias obtidas e de 95% de intervalo de
confianga foram obtidas pelo célculo das variagdes médias dos pacientes registradas sobre um
periodo acima de quatro semanas, € por aplicacdo de interpolagdo linear. Toda a andlise
estatistica foi conduzida pelo programa STATA (Stata Corp. 2005. Stata Statistical Software:
Release 8. College Station, TX: Stata Corp LP).

5.11 CENTROS PARTICIPANTES

O protocolo foi desenvolvido no Hospital Sdo Rafael / Funda¢do Monte Tabor-Salvador-
Bahia, em colaboragdo com a Fundagdo Oswaldo Cruz e com o Hospital Universitario Prof.

Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia.

6 RESULTADOS

Foram avaliados dez pacientes com média de idade de 52 anos (variando entre 24 e 70 anos).
Oito do sexo masculino e dois do feminino, trés pacientes com doenga crdnica alcoolica de
figado; trés com hepatite cronica tipo C; dois com associagdo entre virus C e alcoolismo; um
com doenca colestatica de figado e um com cirrose criptogénica (Tabela 6). Quanto a
classificagdo de Child-Pugh sete foram classificados como B e trés como C, ndo houve

pacientes classificados como A.

Foram realizadas coletas de sangue por puncao de medula 6ssea da crista iliaca sob anestesia
local e sedagdo em pacientes cirrdticos e com baixos indices de complicagdes. A via de acesso
a artéria hepatica foi por puncdo e cateterismo da artéria femoral em todos os casos, também

sem complicacdes relatadas.
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Diferencas ocorreram quanto ao nimero de células mononucleares provenientes da medula e
isoladas em gradiente de ficoll-hypaque para cada paciente e infundidas em artéria hepatica,
como pode-se observar na tabela 6, demonstrando que em paciente de 70 anos e cirrose
alcoolica, houve a menor celularidade, e em paciente de 24 anos com cirrose colestatica, houve
a maior celularidade, ndo se realizou prévia estratificacdo quanto aos tipos de causas de

doenca hepatica cronica.

Todos os pacientes evoluiram sem intercorréncia e obtiveram alta no terceiro dia de
internamento, apos procedimento de infusdo de células mononucleares, completando o tempo
de avaliacao inicial conforme protocolo estabelecido e coleta de dados.

Nao houve complicagdes importantes descritas, somente dor leve em sitio de pung¢des em dois
pacientes.

Tabela 6 - Caracteristicas clinica dos pacientes estudados e niimero de células da medula 6ssea autdlogas
transplantadas

Paciente Idade(anos) Sexo Etiologia da cirrose Nimero de células
Identificacio transplantadas
JWOR 49 MASCULINO ALCOOL+HCV 2.8X10°

FMB 60 MASCULINO ALCOOL 52X 10°

EAS 63 FEMININO HCV 32X 10°

RNR 24 MASCULINO COLESTASE 13,1 X 10°
IAN 49 MASCULINO ALCOOL+HCV 2.6 X 10°

NPA 55 FEMININO CRIPTOGENICA 3.5X 10°

RBC 49 MASCULINO ALCOOL 4.8 X 108
RMV 66 MASCULINO HCV 3.4X10°
GAFL 70 MASCULINO | ALCOOL 1.6 X 10°
ABSF 40 MASCULINO HCV 24X 108
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Tabela 7- Distribui¢do dos niveis de bilirrubinas séricas, albuminas ¢ RNI em dez pacientes com doenga hepatica
cronica avaliados em linha de base, um més e quatro meses apds transplante autdlogo de células-tronco da medula
oOssea.

Minimo Maximo Média Mediana Desvio Variagdo  relativa da
padrdo média a partir da linha de
base (%)
Bilirrubinas
(mg/dl)
Valores basais | 1.2 4.83 2.78 2.45 1.16
01 més 0.5 3.56 2.19 2.28 0.91 -21
04 meses 0.72 4.16 2.1 1.87 1.04 -24
Albumina
Valores basais | 2.5 4.4 347 3.5 0.51
01 més 2.9 4.5 3.44 3.25 0.52 -1
04 meses 3.1 4.8 3.73 3.6 0.51 7
RNI
Valores basais | 1.08 1.89 1.46 1.48 0.23
01 més 1.1 1.94 1.44 1.43 0.23 -1
04 meses 1.16 1.75 1.42 1.43 0.18 -3

Um paciente de 70 anos, com histdria prévia de encefalopatia hepatica, desenvolveu episodio
reversivel de encefalopatia hepatica grau 1, trinta e trés dias apds infusdo das células da medula
ossea. Este episodio foi controlado sem necessidade de hospitalizagdo e ndo foi considerado
como efeito adverso desde que, trés episddios idénticos, foram documentados neste paciente no

ultimo ano anteriormente a inclusdo no estudo.
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Figura 1 - Nivel sérico de bilirrubinas em 10 pacientes com doenga cronica hepatica como avaliagdo de fuﬁgﬁo
em semanas pos-transplante autélogo de células da medula dssea.

Quando as respostas individuais foram observadas um decréscimo no nivel total de
bilirrubinas, em sete dos dez pacientes, apds transplante de células da medula 6ssea (Figura 1),
cabe-se salientar que a queda mais bem definida foi no paciente que recebeu a infusdo com
maior celuraridade, e os pacientes com curvas de queda menos definidas receberam baixa
celularidade e tinham virus C da hepatite. Na avaliacdo conjunta o total de bilirrubina foi 21%
menor no primeiro més (2.19+ 0.91mg/dl) e 24% menor no quarto més (2.10 £ 1.04 mg/dl)
ap6s a infusdo de células em relagdo aos valores basais (2.78 = 1.16 mg/dl) (Tabela 7). O
comportamento das médias dos niveis de bilirrubinas apds as infusdes de células da medula

Ossea esta demonstrado na Figura 2.

A andlise individualizada das curvas dos niveis de albumina séricas demonstrou um aumento
nos niveis de albumina em seis pacientes e uma reducdo em um paciente quatro meses apds o
transplante de células da medula Ossea, este, submetido a infusdo de 2.6 x 10°%, a terceira menor
celularidade associado ao fato de ser paciente portador de virus C e alcoolismo. Houve uma
queda nas curvas individualizadas na maioria dos pacientes, nas dez semanas iniciais, €
recuperacdo e aumento até o quarto més (Figura 3). O comportamento da média dos niveis de

albumina sérica estd demonstrado na Figura 4. Apesar dos niveis basais elevados em
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comparagdo aos outros pacientes, o individuo que recebeu infusdo com maior celularidade

terminou o periodo de follow up com o maior nivel sérico de albumina.

Os niveis de albumina foram 1% menores no primeiro més (3.44 £+ 0.52 g/dl) e 7% maior no
quarto més, ap6s a infusdo de células da medula 6ssea (3.73 = 0.51 g/dl) em relag@o aos niveis

iniciais (3.47 = 0.51 g/dl) (Tabela 7).

Os niveis de RNI foram 1% menor no primeiro més (1.44 + 0.23) e 4% menores no quarto més
(1.42 £ 0.18) apos o transplante em relagdo aos niveis iniciais (1.46 + 0.23) (Tabela 7). Os
niveis de RNI reduziram em sete pacientes € aumentou, em um paciente, apos transplante de
células da medula 6ssea (Figura 5). O comportamento da média dos niveis de RNI estd

demonstrado na Figura 6.

Outros dados laboratoriais relevantes tais como leucograma, hemoglobina, ALT, AST, gama-
glutamil transferase e creatinina antes e apds as intervencdes estdo demonstrados na Tabela 8.
Observou-se uma tendéncia mais acentuada a diminuicdo na média de leucometria e
transaminases, porém sem significAncia na andlise estatistica por auséncia de robustez na
diferenca entre os valores iniciais, um més e quatro meses em parametros com grande numero
de varidveis independentes da fungdo hepatica. Os outros dados da tabela 8 tiveram ainda

menores variagoes.
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Médiasdos niveis séricos de bilirrubinas

Meses pos-transplante

Figura 2-Médias dos niveis séricos de bilirrubinas incluindo a faixa de 95% de intervalo de confianga em 10
pacientes com doenga cronica de figado como avaliagdo de fungdo em semanas pos-transplante de células da
medula ossea.
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Tabela 8-distribuicdo dos pardmetros laboratoriais em 10 pacientes com doenca hepatica cronica em linha de
base, um més e quatro meses apos transplante de células da medula dssea.

Minimo | Maximo | Média | Mediana | Desvio Variacao relativa da
padrao média a partir da linha
de base (%)
Hemoglobina
(g/dD)
Valores basais | 11.30 16.90 13.16 | 12.2 1.90
01 més 9.5 16.00 12.26 | 11.95 1.81 -8
04 meses 10.30 15.10 12.80 | 12.7 1.47 -3
Leucometria
(x 10?
Valores basais | 2.60 40 3.94 4.00 0.97
01 més 2.30 5.10 3.35 2.85 1.04 -15
04 meses 2.30 6.00 3.60 3.25 1.14 -9
GGT (U/L)
Valores basais | 50.00 543.00 | 172.20| 139 147.50
01 més 48.00 47420 | 157.20 | 134.50 129.00 -9
04 meses 47.00 489.67 |163.50 | 132.50 133.25 -5
AST (U/L)
Valores basais | 29.00 192.00 | 100.60 | 92.50 56.24
01 més 26.00 173.00 | 86.90 | 79.00 47.58 -14
04 meses 29.00 180.00 | 85.80 | 64.00 46.87 -15
ALT (U/L)
Valores basais | 11.00 120.00 | 56.00 | 43.00 35.54
01 més 22.00 115.00 | 54.80 |42.50 32.71 -2
04 meses 27.00 131.00 |53.50 |41.00 34.97 -4
Creatinina
(MG/d)
Valores basais | 0.60 1.50 0.86 0.80 0.26
01 més 0.70 1.30 0.90 0.85 0.20 5
04 meses 0.60 1.20 0.87 0.85 0.19 1
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Figura 3-Niveis séricos de albumina em10 pacientes com doenga cronica de figado como avaliagdo de fungdo em
semanas pos-transplante de células da medula 6ssea
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Figura 4-Médias dos niveis séricos de albumina incluindo a faixa de 95% de intervalo de confianga em 10
pacientes com doenca cronica de figado como avaliagdo de fungdo em semanas pos-transplante de células da
medula 6ssea

Niveisséricos de RNI

Semanas pos-transplante

Figura 5 - Niveis de RNI em10 pacientes com doenga cronica de figado como avaliagdo de fungdo em semanas
pos-transplante de células da medula 6ssea.
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Figura 6-Médias dos niveis de RNI incluindo a faixa de 95% de intervalo de confianca em 10 pacientes com
doenga cronica de figado como avaliacdo de funcdo em semanas pos-transplante de células da medula dssea

7 DISCUSSAO

Foram avaliados dez pacientes com média de idade de 52 anos (variando entre 24 e 70 anos)
com quadro de doenga hepdtica cronica, inscritos na lista de transplante ortotopico de figado do
Hospital Sdo Rafael. Oito do sexo masculino e dois do feminino, corroborando com a

estatistica de maior acometimento por cirrose alcoolica e viral em pacientes do sexo masculino.

Os pacientes foram portadores das seguintes patologias: trés pacientes com doenga crdnica
alcoolica de figado; trés com hepatite cronica tipo C; dois com associagdo entre virus C e
alcoolismo; um com doenca colestatica de figado e um com cirrose criptogénica (Tabela 6),
refletindo o perfil de predominancia de cirroticos de causas virais por virus C e alcoolismo.
Quanto a classificacdo de Child-Pugh, sete foram classificados como B e trés como C, ndo
houve pacientes classificados como A, porque estes menos comumente estariam em lista de
transplante convencional.

Evitou-se a inclusdao de pacientes com maior probabilidade de serem submetidos a transplante
de figado, em menor periodo de tempo, adotando-se a inclusdo de pacientes em ordem

decrescente a partir do final da lista de transplante, para ndo haver influencia direta da terapia
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celular sobre a terapéutica convencional. Assim como ndo foram realizadas biopsias antes e
apos a terapia celular, o que poderia ser elucidativa em varios aspectos deste estudo, como a
demonstragdo do efeito da terapia celular sobre a fibrose hepatica e avaliagdo das
caracteristicas histoldgicas e citoldgicas pos-transplante, ja que estes procedimentos, ndo sao

livres de complicagdes, e poderiam influenciar no tempo de espera em lista.

Foi realizado estudo de fase 1, utilizando-se transplantes autélogos de células de medulas
Osseas, através da infusdo destas pela artéria hepatica de pacientes com doenca cronica de
figado. A coleta de sangue por pun¢do de medula 6ssea da crista iliaca foi optada por ser
método seguro, ja utilizado em outros estudos clinicos (TERAI et al., 2006;
MOHAMADNEJAD et al., 2007) rotineiramente para mielogramas, inclusive em pacientes

cirroticos e com baixos indices de complicacdes, desde quando realizada por especialista.

A via de acesso a artéria hepatica, por puncao e cateterismo da artéria femoral, foi escolhida
por ser comum na utilizagdo deste acesso para a realizagdo de quimioembolizagdo de tumores
hepaticos, em pacientes cirrdticos, com baixo indice de complicacdes inerentes a este acesso. E
também, por que o fluxo arterial favorece a perfusdo difusa do 6rgdo com provavel melhor
distribuicdo das células infundidas. Dados corroborados em trabalhos desenvolvidos por
Mohamadnejad et al., (2007) e posterior estudo de Lira et al., (2007). Os acessos por veia porta
(TERALI et al., 2006) ou por veia periférica (GORDON et al., 2006) para infusdo de células da

medula 6ssea, também se demonstraram seguros e com baixo potencial de complicagdes.

A puncdo da artéria femoral para acessar a artéria hepatica pode ter como complicagdes
sangramento, hematomas, trombose e perda do cateter, contudo o Servico de Imagem no
Hospital Sdo Rafael, tem grande experiéncia com radiologia intervencionista, realizando o
método com baixo risco de complicagdes, ndo havendo, portanto, complicagdes durante o

estudo.

Potenciais efeitos adversos, com a terapia celular podem ser observados, como dor em sitio de
infusdo, nduseas, febre, e rubor cutaneo. Esplenomegalia com o uso do G-CSF ou com a
utilizagcdo da via portal para infusdes, podem ocorrer, porém neste estudo os Unicos efeitos
adversos foram dores no sitio de pungdo, inclusive sem motivos aparentes, como hematoma ou
infecgdes que justificassem a presenca de dor, mantendo estas complicagdes no ambito da

subjetividade. Um episddio de encefalopatia hepatica reversivel aos 33 dias da infusdo de
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células da medula 6ssea em paciente de 70 anos, portador de cirrose alcodlica, ndo foi
considerado como evento adverso do procedimento, ja que episodios idénticos foram

observados previamente no ultimo ano.

Em estudo realizado por Mohamadnejad et al., (2007) onde avaliaram quatro pacientes com
cirrose descompensada e em lista de transplante com metodologia semelhante a este estudo,
submetidos a transplante de células tronco isolados da medula 6ssea, colhidos em crista iliaca,
porém separadas e purificadas com obten¢do de células predominantemente CD34 e infundidas
através da artéria hepatica. Um paciente desenvolveu sindrome hepatorenal e faleceu apos

transplante ortotopico de figado.

Um aspecto importante na terapia celular com células mononucleares ¢ a possibilidade de
utilizagdo autdloga destas células, pois estas estdo presentes em varios tecidos do individuo, o
que evitaria eventuais processos de rejeicdo imunologica das células transplantadas no
paciente. Nenhum processo associado a rejei¢ao foi relatado neste estudo, assim como em

estudo com células autdlogas na literatura (TERAI et al., 2006; GORDON et al., 2006).

A maioria dos estudos clinicos com CT nao foi controlada e avaliaram um niimero pequeno de
pacientes. Avaliaram os efeitos da infusdo de células autélogas da medula 6ssea, da
mobilizacdo de CT com fator estimulador de coldnias de granulocitos (G-CSF), da cultura e da
infusdo de células da medula 6ssea na regeneracdo hepatica apds injuria do 6rgdo como
hepatectomia. Em geral estes trabalhos apontaram para efeitos benéficos com a terapia celular.
Este estudo, que avaliou os efeitos da infusdo de células autélogas da medula 6ssea, tem um
numero pequeno de pacientes e acompanhamento por um curto periodo de tempo, portanto,
ndo devidamente adequado para andlise de efeitos, porém indicativo de que a terapia celular

traz beneficios e pode ser realizada com seguranga.

Além do objetivo do estudo de fase 1, tendo demonstrado a seguranca e exeqiiibilidade,
observou-se mudangas nos pardmetros de func¢do hepatica apds o transplante autdlogo de
células provenientes da medula 6ssea em pacientes portadores de doenca cronica de figado.
Quatro meses apo6s os procedimentos as médias de bilirrubinas séricas e RNI decresceram,
enquanto os niveis séricos de albumina aumentaram. Sete pacientes apresentaram reducao dos

niveis de bilirrubinas e seis apresentaram aumento nos niveis de albumina.
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Deve-se salientar, que a reducdo mais significativa dos niveis de bilirrubinas foi observada em
paciente de 24 anos (R.N.R.) com doenga colestatica cronica de figado, inico com este tipo de
acometimento, ¢ com maior nimero de celularidade infundida (13,1 x 10® células da medula
Ossea) em comparacdo aos outros procedimentos (tabela 1). A menor celularidade foi obtida
em paciente de 70 anos, cirrdtico causado por hepatite alcoolica, porém se tomarmos como
ponto de corte as celularidades menores que 3.0 x 10°, trés pacientes seriam incluidos nesta
estratificacdo, sendo dois destes, portadores de virus C, apoiando a possibilidade de
mielosupressao, induzida por alcoolismo e virus C, o que ndo aconteceu com o paciente
portador de doenga colestatica. Esta diferenca entre pacientes, provavelmente, influenciada
pela idade e etiologia da cirrose, necessita de esclarecimento e estratificagdo em novos estudos
devidamente randomizados, inclusive para identificagdo de quais grupos verdadeiramente se

beneficiardo com estes transplantes.

O uso de G-CSF em pacientes com doenca hepatica crdnica, baseia-se em estudos

experimentais que apontam aumento da regeneracdo hepdtica apos hepatectomia em relagdo

aos controles (PISCAGLIA et al., 2007).

Neste estudo, ndo foram utilizadas substancias que pudessem recrutar ou aprimorar a fungao
das células obtidas da medula 6ssea, porém, estudos mais recentes, usando substdncias como
fator estimulador de Colonias (G-CSF), no intuito de promover a mobilizagdo das células
provenientes da medula 6ssea foram realizados. Gaia et al., (2006) avaliaram a exeqiiibilidade
e seguranca da mobilizacao de células da medula 6ssea em oito pacientes, em fase terminal, de
cirrose hepatica apds uso de G-CSF. A mobilizagdo (monitorizada pelo niimero de células
CD34+) foi observada em todos os pacientes, processo este bem tolerado e sem efeitos

adversos.

Estudos subseqiientes serdo necessarios para avaliar qual produto tem melhor efeito sobre
recrutamento e funcionalidade das células como o realizado por Lira et al., (2007) que também
ndo observaram efeitos adversos com o uso de G-CSF e com beneficio terapéutico. Ainda no
estudo de Gaia et al., (2006). Nao houve rotura de bagco em nenhum caso, mas houve aumento
do volume (média basal de 15 cm para 18 cm), varidvel esta ndo existente neste estudo devido

a ndo utilizacdo de G-CSF.
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Neste trabalho, foi observado um decréscimo no nivel total de bilirrubinas em sete dos dez
pacientes apos transplante de células da medula 6ssea e um aumento nos niveis de albumina
em seis pacientes (Figura 1). Gordon et al., (2006) também obtiveram efeito benéfico com
transplante de células autdlogas de medula dssea, onde trés dos cinco pacientes apresentaram
uma redugdo nos niveis séricos de bilirrubinas e quatro de cinco apresentaram aumento nos
niveis de albuminas. Neste estudo a queda mais bem definida dos niveis de bilirrubinas,
ocorrida, foi no paciente que recebeu a infusdo com maior celuraridade e os pacientes com
curvas de queda menos definidas receberam baixa celularidade e tinham predominantemente
virus C da hepatite. Na avaliacdo conjunta o total de bilirrubina foi 21% menor no primeiro
més (2.19+ 0.91mg/dl) e 24% menor no quarto més (2.10 £ 1.04 mg/dl) apds a infusdo de

células em relacdo aos valores basais (2.78 + 1.16 mg/dl) (Tabela 7).

A analise individualizada das curvas dos niveis de albumina séricas demonstrou um aumento
nos niveis de albumina em seis pacientes € uma reducdo em um paciente, quatro meses apos o
transplante de células da medula dssea, este, submetido a infusdo de 2.6 x 10°%, a terceira menor

celularidade associada ao fato de ser em paciente portador de virus C e alcoolismo.

Apesar dos niveis basais elevados em comparagdo aos outros pacientes, o individuo que
recebeu infusdo com maior celularidade terminou o periodo de “follow-up” com grande nivel
sérico de albumina o que pode indicar uma melhor sustentabilidade clinica, em pacientes
transplantados, com maior nimero de células mononucleares, ou somente refletir o melhor

estado clinico por afeccdo menos agressiva.

Os niveis de albumina foram 1% menores no primeiro més (3.44 £+ 0.52 g/dl) e 7% maior no
quarto més, ap6s a infusdo de células da medula 6ssea (3.73 = 0.51 g/dl) em relag@o aos niveis
iniciais (3.47 = 0.51 g/dl) (Tabela 7). O mesmo padrao de queda inicial da curva de niveis
séricos de albumina e posterior recuperagdo e aumento dos niveis finais da curva, foi

observado por Terai et al., (2006).

Os niveis de RNI foram 1% menor no primeiro més (1.44 + 0.23) e 4% menores no quarto més
(1.42 + 0.18) apds o transplante em relacdo aos niveis iniciais (1.46 + 0.23) (Tabela 7). Os
niveis de RNI reduziram em sete pacientes e aumentou em um paciente apds transplante de
células da medula o6ssea (Figura 5). Porém as variagdes foram de pouca consisténcia

necessitando de curvas mais definidas.
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Neste estudo ndo foi realizada a caracterizagdo ou purificagdo das células infundidas como no
trabalho de Gordon et al., (2006) mas, sim células mononucleares obtidas em gradiente de
ficoll-hypaque. A ndo purificacdo de células com culturas ou expansdes in vitro, faz com que
células mononucleares medulares diferentes, como as mesenquimais, hematopoiéticas e
macrofagos fossem infundidas, porém minimizam os questionamentos quanto ao potencial de
oncogénese das terapias celulares que estd mais relacionado com a utilizacdo de culturas e

métodos realizados. Neste estudo ndo houve cultura ou expansao in vitro.

Neste trabalho nao foram avaliados grupos controles, assim como em outros trabalhos clinicos
(GORDON et al., 2006; TERALI et al., 2006), em literatura atual, foram questionados alguns
pontos deste estudo, como tempo curto de acompanhamento (quatro meses), diferengas nao
robustas entre os niveis de albumina e bilirrubinas, no inicio e no final do estudo, a influéncia
de fatores externos como medicamentos utilizados e a ndo pureza das células infundidas,
porém, deve-se ressaltar que o objetivo de avaliar seguranca e exeqiiibilidade foi alcangado e
permitiu novo estudo realizado pelo mesmo grupo, randomizado e controlado, demonstrando
aumento significante dos niveis de albuminas em relacdo aos controles (aumento de 16% VS
2% em relagdo a linha de base; P.034) e decréscimo no escore Child-Pugh (CP) em relacao a
linha de base (8% VS 4%%; P. 017). Estes dados substanciam o provavel efeito benéfico da
terapia celular (LIRA et al., 2007).

Foi também observado neste estudo queda de dois pontos no escore de Child-Pugh em dois
pacientes, como também, houve queda de dois pontos ou mais no escore de Child-Pugh de
quatro pacientes, aumento do escore em um paciente, e inalterado ou com queda menor que
dois pontos, em trés pacientes em estudo subseqiiente de Lira et al., (2007). Apontando para
um efeito clinico benéfico e com a evolucao do conhecimento com manejo de CT, possiveis

impactos nas indicacdes de transplantes de 6rgaos podem se tornar realidade.

A utilizagdo adequada de terapia com CT requererd também o conhecimento dos fatores
celulares que estimulem a migracao, a proliferacao e a diferenciacao das células-tronco adultas,
que poderdo ser utilizados isoladamente, ou em conjunto para potencializar ou regular as ag¢des
das células-tronco residentes no tecido alvo ou de outras populacdes administradas ou

mobilizadas para a area de reparo.
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8 CONCLUSAO

-O transplante autdlogo de células da medula dssea, infundidas via arterial hepatica, em
pacientes com doenga cronica do figado ¢ exeqiiivel e seguro, conforme demonstrado neste

trabalho;

-Efeitos benéficos como achados laboratoriais com aumento de albumina e tempo de

protrombina, e com redugdo de bilirrubinas indicaram melhora da fungdo hepatica;

-Nao houve efeitos adversos significativos em nenhuma fase deste estudo, nem na obtencao
das células, nem na infusdo das mesmas e tdo pouco no acompanhamento dos pacientes. Foi
demonstrado seguranga para seguimentos posteriores utilizando metodologia similar e
utilizando-se recursos para aprimoramento do recrutamento e funcionalizacdo das células

medulares;

-Houve queda no Escore Child-pugh de dois pacientes apontando para beneficio clinico na
utilizagdo de terapia celular com células da medula 6ssea em pacientes com doenca cronica de

figado;

-Novos estudos controlados, randomizados e duplos cegos, com avaliagio de novos
marcadores, avaliacdo de qualidade de vida e novos parametros clinicos além de escores como

MELD e Child-Pugh s3o necessarios;

-O acompanhamento dos pacientes e avaliacdo do impacto do transplante celular na saude
publica, através de modificagdes na sobrevida de pacientes em lista de transplante ortotopico
de figado ainda necessitardo de novas analises apds seguimento por tempo adequado e com

nimero mais significativo de pacientes.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO ESTUDO: “TERAPIA CELULAR PELO TRANSPLANTE AUTOLOGO
DE CELUALS-TRONCO DE MEDULA OSSEA EM PACIENTES COM DOENCA
PARENQUIMQTOSA CRONICA DE FIGADO?”.

INFORMACOES

Vocé estd sendo convidado para participar deste estudo clinico. As informagdes a seguir
descrevem o estudo e o seu papel como um possivel participante. O seu médico ira responder a
qualquer pergunta que vocé possa ter sobre este Termo de Consentimento Livre Esclarecido e
sobre o estudo. Vocé s6 deve participar depois de ler e entender o Termo de Consentimento
Livre Esclarecido e s6 depende de sua vontade participar ou ndo. Por favor, leia estas
informagdes com cuidado e se quiser, discuta-as com outras pessoas. Se houver qualquer coisa

que nao esteja clara pergunte ao seu médico do estudo.

1) Qual € o objetivo do estudo?

O objetivo deste estudo ¢ avaliar se o transplante de células retiradas da medula do osso do
proprio paciente € seguro para o tratamento de pacientes com doenca parenquimatosa cronica
de figado (cirrose) em lista de transplante. Este ¢ um tratamento experimental, cujo objetivo ¢
avaliar os efeitos agudos e cronicos do transplante de células-tronco da medula 6ssea para o
figado, em pacientes com doenca parenquimatosa cronica de figado (cirrose) em lista para

transplante hepatico.

Por se tratar de células retiradas da propria pessoa ndo hé problemas de rejei¢dao, mas ainda nao
estd estabelecido o comportamento dessas células em seres humanos com cirrose. No modelo
animal, nenhum efeito adverso foi observado. Possiveis efeitos adversos do implante das
células no figado (ndo relatados em literatura) serdo acompanhados de forma criteriosa ¢ as

medidas necessarias para a sua corre¢ao, implementadas imediatamente.
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2) Por que estou sendo convidado para participar?

Vocé estd sendo convidado para participar porque tem o diagnoéstico de doenga cronica
parenquimatosa do figado, cirrose em fase descompensada, e se encontra em lista para o

transplante hepatico.

3) Eu tenho que participar?

A sua participacao ¢ totalmente voluntaria, ou seja, s6 depende de sua vontade participar ou
ndo. Se vocé decidir participar, voc€¢ recebera este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido para guardar e serd pedido que vocé assine e date. Se vocé decidir participar, vocé
ainda estard livre para mudar de idéia ou desistir a qualquer momento e sem dar motivo. Uma
decisdo de sair a qualquer momento, ou de ndo participar, ndo ird afetar o padriao de

atendimento que vocé recebe.

4) O que ira acontecer comigo se eu participar?

Depois de vocé ter assinado este termo de consentimento livre e esclarecido, além das visitas
médicas programadas para o seu acompanhamento enquanto na lista de transplante vocé sera
acompanhado pelo médico do estudo, do Servico de Hepatologia do Hospital S. Rafael e da
Universidade Federal da Bahia. Seu acompanhamento constara de exame clinico e exames de
sangue (testes laboratoriais). No dia do tratamento vocé serd internado, quando entdo serdo
retiradas células da sua medula 6ssea. Durante o procedimento da puncdo medular vocé serad
submetido a sedagdo leve e anestesia local para que ndo haja desconforto. O procedimento
consiste de colocar uma agulha no osso da bacia e posterior aspiracdo de cerca de 50 ml de
medula 6ssea. As cé€lulas retiradas serdo preparadas em laboratério em condicdes estéreis, e
posteriormente infundidas na sua artéria hepatica (a artéria que leva sangue ao figado). Estes
exames aos quais vocé serd submetido, pungdo da artéria hepatica por cateterismo (sob
anestesia local) e coleta de material da medula dssea (sob sedagdo), poderdo trazer algum
desconforto leve e toleravel nos locais de pungdo Mais raramente pode ocorrer infec¢do no
local de puncao.

Por medida de observacao e seguranca vocé ficard internado durante 3 dias, com avaliagdes

clinicas e laboratoriais pela equipe médica do estudo. Tera alta no 3¢ dia e serd acompanhado
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pela mesma equipe, a nivel ambulatorial, com consultas médicas apos 7 dias, 14 dias, 30, 45,

60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 dias.

Se a qualquer momento chegar a sua vez de ser transplantado, vocé terda seus direitos
assegurados e sera preparado para a cirurgia sem haver nenhuma modificacdo ou prejuizo
quanto a realizacao do transplante hepatico, independente de ter sido submetido a infusdao de
células-tronco. Esclarecemos que a infusdo de células-tronco estd sendo testada como uma

nova alternativa de tratamento.

Quais sao os possivelis riscos, desconfortos ou desvantagens envolvidas?

Os procedimentos, mielograma ou cateterismo da artéria hepatica (pungdo da artéria), sdo
feitos sob sedacdo e podem causar desconforto, geralmente leve e toleravel, como dolorimento
local que usualmente é passageiro e quase sempre ndo necessita de uso de analgésicos. As
vezes pode ocorrer equimose local (hematoma). Como estes procedimentos serdo realizados

sob controle médico e hospitalar, ¢ minima a possibilidade de infecgao.

6) Quais sao os possiveis beneficios ao participar?

Se a introdu¢do de suas células da medula 6ssea (células-tronco) desempenharem um papel
favoravel na recuperagdo das func¢des do figado, o seu figado, atualmente insuficiente, podera
recuperar-se parcialmente e permitir a vocé€ a condicdo de esperar na lista de transplante por

periodo maior, enquanto aguarda um 6rgao doador.

Se for constatada a observacdo de poucos efeitos colaterais com este tipo de tratamento,

permitira no futuro, o seu uso mais abrangente para outros pacientes com doengas do figado.

7) Contatos com informagdes adicionais

O seu médico e equipe do estudo irdo responder a qualquer pergunta que vocé possa ter. Se
voce tiver perguntas adicionais sobre os seus direitos como um participante da pesquisa, e,
sobre a ética do estudo, vocé deve dirigir-se inicialmente aos investigadores. Caso vocé tenha
perguntas sobre o estudo ou na ocorréncia de uma lesdo relacionada ao estudo ou se qualquer

outro problema surgir, contate Dr. Luiz Lyra no tel. (71) 99614098, ou Dr. André Lyra no tel.
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(71) 91430224, ou Dr. Marcos Fortes no tel. (71) 88023774. Se ainda persistirem duvidas, vocé
podera encaminha-las para o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Rafael.

8) Quem revisou o estudo?

O Comité de Etica em pesquisa do Hospital Sdo Rafael (que é um grupo de pessoas formado
para revisar a ética do estudo e garantir os direitos dos pacientes) revisou € aprovou o

protocolo do estudo e a participagdo do seu médico e equipe da pesquisa.

9) E quanto a autorizar o uso das minhas informagdes médicas?

O acesso ao seu prontudrio médico, bem como atos de auditoria (fiscalizagdo) médica sé
poderdo ocorrer se obedecerem as leis do Brasil e as regras do Conselho Federal de Medicina.
As leis brasileiras lhe dao o direito de controlar o uso de suas informagdes médicas e 0 acesso a
elas. Ainda assim o médico responsavel pelo estudo e autoridade responsavel por seus
prontudrios médicos devem estar de acordo com o acesso aos seus registros médicos para que o
mesmo aconteca. Os pesquisadores comprometem-se a manter sigilo sobre seus dados,
entretanto, os resultados poderdo ser divulgados em publica¢des de revistas cientificas ou em
congressos médicos.

AUTORIZACAO DO PACIENTE AO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Apos ter lido e entendido este termo de consentimento, uma vez estando de acordo, vocé
autoriza e assina o que esta abaixo descrito :

1 » Eu confirmo que li e entendi o termo de consentimento livre e esclarecido do estudo.

2 — Eu estou consciente que eu posso me recusar a participar do estudo. Entendo que a minha
participacao ¢ voluntaria, que posso sair do estudo quando desejar e que isto ndo vai afetar o
meu tratamento médico.

3~ Eu estou consciente que enquanto o estudo estiver sendo realizado eu nao serei
identificado por quaisquer pessoas de fora do estudo e que os meus resultados serdo

confidenciais mas poderdo ser usados, pelos pesquisadores, para a informacao cientifica.

4 - Se eu apresentar algum problema que eu suspeite que seja resultado do meu envolvimento

no estudo, eu estou ciente que devo falar com o meu médico. Conhego e posso telefonar, se
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necessario, para os Drs. Marcos Fortes (telefone: 71-8802-3774), André C. Lyra (tel
71-9143-0224) Luiz Lyra (tel 71 99614098), e Ricardo Ribeiro dos Santos (71-9199-4252).
5 - Eu concordo em participar do estudo acima citado.

6 - Eu receberei uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido assinado e
datado. Fui informado que o original deste termo de consentimento, assinado e datado, ficara

guardado nos arquivos do meu médico do estudo.

Nome completo do paciente Data
Assinatura do paciente Data
Eu expliquei ao paciente 0

projeto de pesquisa e os efeitos do tratamento. Acredito que ele (a) tenha compreendido a

minha explicagdo e que deu o seu consentimento de livre e espontanea vontade.

Nome completo do Pesquisador Data

Assinatura do Pesquisador Data

Testemunha 1
Nome:

R.G=

Testemunha 2
Nome:

R.G=




