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RESUMO

Poucos sdo os dados disponiveis a respeito do acimulo de ferro no enxerto hepatico
em pacientes submetidos a transplante hepatico (TH), nos quais se encontra intensa
sobrecarga de ferro no figado nativo. Realizou-se estudo retrospectivo para avaliar a
freqiiéncia ¢ distribui¢do celular de ferro cordavel em espécimes de biopsia do enxerto
hepatico, obtidos no periodo pds-TH precoce e tardio, em pacientes submetidos ao
primeiro TH apresentando sobrecarga de ferro no explante, com o propdsito de testar a
hipotese de que a hemossiderose hepética pré-TH estd associada a deposicdo de ferro
no enxerto hepatico. Foram comparados os padrdes de coloragdo para ferro em
espécimes de biopsia do enxerto hepatico obtidas aproximadamente 1 més (precoce) €
1 a 2 anos (tardio) apés TH em 41 pacientes com indice de ferro hepatico > 1,9 no
explante (casos) com um grupo selecionado, em idéntico nimero, de controles
pareados, sem hemossiderose no explante. Os casos incluiam 6 pacientes com
diagnostico pré-TH de hemocromatose hereditaria e 35 com cirrose e sobrecarga de
ferro secundaria. Avaliou-se a presenga de ferro na biopsia hepatica do doador e o
nimero de unidades de concentrado de hemacias transfundidas no periodo periopera-
torio. Deposito precoce de ferro foi encontrado com freqii€éncia semelhante nos casos
¢ nos controles (41% vs. 27%, p = 0,29), leve e afetando comumente células de
Kupffer nos dois grupos. Apesar dos 41 casos terem recebido no periodo periopera-
torio maior numero de concentrado de heméacias do que os controles (22,3 vs. 16,2;
p=0,04), ndo houve associagdo entre nimero total de unidades transfundidas e
presen¢a ou auséncia de deposito de ferro no pds-TH precoce (p = 0,72). Obervou-se
associagdo entre a presenca de ferro no figado do doador e depdsito de ferro no
enxerto hepatico no pos-TH precoce (p =0,001). Amostras de biopsias do enxerto
hepatico de 35 pares (casos/controles) foram estudadas para depdsito tardio de ferro,
constatando-se presente em 43% dos casos vs. 17% dos controles (p = 0,06). Seme-
lhante a fase precoce, o deposito de ferro foi leve e predominou em células de
Kupffer. Concluindo, o presente estudo mostrou que o depodsito de ferro no periodo
precoce pos-TH foi comum e correlacionou-se com a presenga de ferro no figado do
doador, independentemente da existéncia ou ndo de hemossiderose hepatica pré-TH.
Embora tenha havido tendéncia a pacientes com hemossiderose intensa pré-TH
apresentarem maior freqiiéncia de acumulo de ferro nas biopsias tardias, essa ndo foi
estatisticamente significante. O predominio de depodsito de ferro nas células de
Kupffer na fase tardia sugere formas secundarias de sobrecarga de ferro.
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LIVER ALLOGRAFT IRON ACCUMULATION IN PATIENTS WITH AND
WITHOUT PRETRANSPLANT HEPATIC HEMOSIDEROSIS

ABSTRACT

There is a paucity of data regarding hepatic allograft iron accumulation in patients
undergoing orthotopic liver transplantation (OLT) in whom severe iron overload was
present in the native explanted liver. To test the hypothesis that pre-OLT hepatic
hemosiderosis is associated with iron deposition in the hepatic allograft after OLT, we
conducted a retrospective case-control study to evaluate the frequency and cellular
distribution of stainable iron in early and late post-OLT hepatic allograft biopsy
specimens from patients undergoing their first OLT who had excess iron in their
native explanted liver. We compared iron-staining patterns in hepatic allograft biopsy
specimens at approximately 1 month (early) and 1 to 2 years (late) post-OLT in 41
patients with hepatic iron indices greater than 1.9 in the explanted liver (cases) with a
selected group of matched controls without explant hemosiderosis. Our cases included
6 patients with a pre-OLT diagnosis of hereditary hemochromatosis and 35 patients
with cirrhosis and secondary iron overload. Donor liver biopsy specimens were
assessed for iron deposition and number of red blood cell (RBC) units transfused in
the perioperative period were recorded. Mild early iron deposition was seen with
similar frequency in cases and controls (41% v 27%, p = 0.29), and commonly
affected Kupffer’s cells in both groups. Although the 41 cases have received more
RBC units in the perioperative period than controls (22,3 v 16,2; p = 0.04), there was
no association between total RBC units transfused and presence or absence of early
iron deposition (p = 0.72). There was an association between iron in the donor liver
and early hepatic allograft iron deposition (p = 0.001) Liver samples from 35 matched
pairs were studied for late iron deposition and stainable iron was present in biopsy
specimens from 43% cases and 17% controls (p = 0.06). Similar to early iron
deposition stainable iron was mild and predominantly distributed in Kupffer's cells. In
conclusion, our study showed that iron deposition in early post-OLT hepatic allograft
biopsy specimens was common and correlated with the presence of iron in the donor
liver, whether pre-OLT hepatic hemosiderosis existed or not. Although, there was a
trend that patients with severe pre-OLT hepatic hemosiderosis had a greater frequency
of stainable iron in late hepatic biopsy specimens, this was not statistically significant.
The predominance of iron in Kuppfer’s cells in late hepatic allograft biopsy specimens
suggests secondary formas of iron overload.



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescente interesse a respeito do papel do ferro nas
doengas hepaticas tem estimulado nimero consideravel de pesquisas. Segundo
elemento mais abundante na crosta terrestre, o ferro participa de inimeros processos
metabdlicos nas células e organismos, sendo essencial para a manutengdo da vida.
Necessario para o crescimento € desenvolvimento celular, torna-se toxico quando em
quantidades excessivas, particularmente ao figado, que se constitui no principal
receptaculo do metal nas condi¢des de sobrecarga. Concentragdes elevadas de ferro no
tecido hepatico podem resultar em lesdo hepatocelular, fibrose e cirrose (BACON;
BROWN, 1996; BONKOVSKY et al., 1996; PIETRANGELO, 1998; BONKOVSKY;
LAMBRECHT, 2000).

Um classico exemplo de associagdo entre sobrecarga de ferro e doenga
hepatica é a hemocromatose hereditaria (HH), perturbagdo herdada por trago
autossdmico recessivo e que se caracteriza pela absorg¢do intestinal anormalmente
elevada de ferro, a despeito de reservas corporais adequadas ou aumentadas do metal
(McLAREN et al., 1991; BACON; TAVIL, 1996). Da absor¢do aumentada na mucosa
intestinal resultam depositos crescentes do metal em diferentes 6rgdos. O acumulo de
ferro leva a insuficiéncia progressiva dos orgdos afetados, particularmente figado,
coragdo e pancreas, sendo que a expressdo fenotipica da doenga varia amplamente na
dependéncia de fatores genéticos e ndo genéticos (BEUTLER et al., 2002; BRITTON
et al., 2002). HFE, o gene que se apresenta defectivo na maioria dos casos com fenotipo
tipico de HH, foi identificado em 1996 por FEDER et al. O produto do gene HFE € uma
glicoproteina transmembrana, homologa as proteinas do complexo maior de
histocompatibilidade classe I, a qual requer interagdo com a [,-microglobulina para

transporte intracelular e expressdo na superficie celular. Estudos realizados em diferentes



popula¢des demonstraram que 60% a 100% dos pacientes com fenétipo classico da HH
sdo homozigotos para a mutagdo do gene HFE que resulta na substitui¢do da cisteina pela
tirosina no aminodcido de posicdo 282 (C282Y) (BEUTLER et al., 1996; FEDER et al.,
1996; JAZWINSKA et al., 1996; BARTON et al., 1997; CARELLA et al., 1997; THE
UK HAEMOCHROMATOSIS CONSORTIUM, 1997; SANCHEZ et al., 1998). Embora
o papel exato da proteina HFE no processo de absor¢do intestinal do ferro ainda n3o
esteja plenamente esclarecido, estudos recentes sugerem que ela, ao interagir com o0s
receptores de transferrina, possa participar no processo através do qual as células das
criptas duodenais percebem os estoques corporais do metal (SALTER-CID et al., 1999;
FEDER et al., 1998; GROSS et al., 1998).

Graus variaveis de sobrecarga de ferro no tecido hepatico sdo também
encontrados em pacientes com doenga hepatica cronica ndo associada a HH. Embora a
hemossiderose nessas circunstiancias seja habitualmente leve, alguns pacientes
cirrdticos sem HH desenvolvem intensa sobrecarga de ferro no tecido hepatico
(DEUGNIER et al., 1997; COTLER et al., 1998; FIEL et al., 1999; LUDWIG et al.,
1997).

Aceita-se o TH como tratamento de eleigdo nos portadores de doenga hepatica
avancada, associando-se a elevados indices de sobrevida. Com o prolongamento da
sobrevida p6s-TH torna-se relevante o estudo de possiveis fatores que possam afetar o
enxerto, sendo um deles o depdsito de ferro. Poucas informagdes existem a respeito do
acumulo de ferro no enxerto de pacientes com sobrecarga hepatica de ferro na fase pré-
transplante, pois os estudos disponiveis sdo ainda escassos, usualmente envolvendo
namero pequeno de pacientes e com seguimento de curto prazo (PILLAY et al., 1991;
FARRELL et al., 1994; POULOS; BACON, 1996; PRATSCHKE et al., 1998). Além
disso, fatores como a ocorréncia de mutagdes no gene HFE, a presenga de ferro no

figado do doador, a quantidade de hemotransfusdes recebidas no periodo peri e pos-



transplante ¢ a potencial mobilizacdo de ferro para o enxerto, estocado em outros
tecidos, tém sido considerados de forma incompleta. Estudo recente publicado sob a
forma de resumo por MAGGIONI e FURTH (1999) sugere que a deposicdo de ferro no
enxerto ¢ mais propensa a ocorrer em pacientes com hemossiderose no figado nativo.
Os autores especularam que tal fendmeno seria devido a redistribuicdo dos estoques

~ aumentados de ferro presentes na época do transplante (MAGGIONI; FURTH, 1999).

1.1 OBJETIVO

Com o proposito de testar a hipotese de que a presenga dé hemossiderose
hepatica pré-transplante estd associada com a deposi¢do ulterior de ferro no enxerto
hepatico apds o TH, realizou-se estudo retrospectivo para avaliar a presenga e o
padrdo de distribuig@o celular de deposito de ferro em espécimes de biopsia hepatica
obtidos no periodo pos-transplante precoce e tardio, em pacientes submetidos a TH
por doenga hepatica cronica avangada acompanhada ou ndo de sobrecarga de ferro no

figado nativo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AVANCOS NA COMPREENSAO DA HOMEOSTASE DO FERRO

2.1.1 Absorg¢do Intestinal

O ferro ¢ fundamental para o crescimento e¢ desenvolvimento celular. Duas
propriedades quimicas tornam o ferro essencial: a habilidade em interagir com o
oxigénio e a existéncia de mais de um estado oxidativo (Fet++ e Fe+++). Devido a sua
reatividade quimica, o ferro tem papel importante no transporte de elétrons na cadeia
respiratéria mitocondrial, atuando como co-fator de muitas enzimas essenciais € no
transporte de oxigénio nos mamiferos. Paradoxalmente, essa reatividade quimica
torna-o potencialmente toxico ao organismo, pois ao catalisar a conversdo de peroxido
de hidrogénio em radicais livres faculta a formag¢ao de poderosos oxidantes capazes de
lesar as membranas celulares, proteinas ¢ DNA (BACON; BROWN, 1996;
BONKOVSKY; LAMBRECHT, 2000). Isso justifica porque nos sistemas biolégicos,
o ferro existe apenas transitoriamente como cation livre. Para que o ferro seja mantido
em forma soluvel e ndo toxica, mas facilmente disponivel as necessidades do
organismo, vérias proteinas ligam ou incorporam o metal a sua estrutura. Duas
proteinas tém papel relevante na manutencdo da homeostase do ferro no organismo: a
transferrina, que mantém o ferro em estado ndo toxico durante seu transporte pelo
sangue € no fluido extracelular e a ferritina, principal forma de armazenamento do
metal nos tecidos (SEARLE et al., 1994).

Embora pequenas quantidades de ferro sejam eliminadas nas células
descamadas e secregdes, o organismo nio dispde de mecanismo fisiolégico eficiente
para a excrecdo do ferro em excesso. Portanto, as reservas organicas do metal se
mantém dentro de limites aceitdveis através da estreita regulagdo da absor¢do
intestinal, determinada principalmente pela quantidade total de ferro corporal. Outro
fator que influencia na regulagdo da absor¢do do ferro é a taxa de eritropoese

(BACON; BROWN, 1996; ANDREWS, 1999; POWELL et al., 1999).



Nos ultimos anos, a identifica¢@o e estudo de novas proteinas envolvidas na
absor¢do de ferro no intestino e pelas células somaticas contribuiram significativa-
mente para a compreensdo de como os humanos mantém a homeostase desse elemento
(tabela 1) (GUNSHIN et al., 1997; VULPE et al., 1999; DONOVAN et al., 2000;
NICOLAS et al., 2001; PARKKILA et al, 2001; MATTMAN et al., 2002;
PHILPOTT, 2002).

TABELA 1 - PROTEINAS PARTICIPANTES DA HOMEOSTASE DO FERRO

Redutase férrica na membrana apical do enterdcito/ Participa na

eyt captacao do ferro luminal

TMIjA 1 Transportador de metal divalente (Fe++) na membrana apical do
enterdcito/ Captacéo do ferro luminal

Ferritina Armazenador de ferro no citosol

Transportador de ferro na membrana basolateral do enterécito/

Ferroportinas1 Exportagao de ferro para circulacdo

Ferroxidase na membrana basolateral do enterécito/ Oxida o ferro

Hefaestina . i 2o o
que entéo se liga a transferrina circulante

Transferrina (Tf) Proteina transportadora do ferro na circulagao

Presente nas membranas celulares, a endocitose do RTf +

Receptor da transferrina (RTf), RTf2 transferrina diférrica proveé ferro para as necessidades celulares

Expresso pelos hepatdcitos, atuaria como proteina sinalizadora
Hepcidina dos estoques corporais de ferro para as células das criptas do
intestino delgado

Interage com o RTf influenciando na captagéo do ferro associado a

Al Tf nas células da cripta duodenal

FONTE: PHILPOTT, 2002.

A maior parte do ferro dietético se apresenta sob a forma ndo-heme, como
nos vegetais, nos quais se encontra ligado a fitatos. Enquanto o ferro-heme, derivado
principalmente das carnes vermelhas e visceras, ¢ rapidamente absorvido através da
borda em escova dos enterdcitos, o ferro ndo-heme, presente na quase totalidade na
forma férrica [Fe (II1)], necessita antes ser reduzido para Fe (II) para que possa ser
captado.

O movimento do ferro presente na luz intestinal, através do epitélio, para a
circulag@o envolve um processo ativo € esta restrito a membrana plasmatica apical dos

enter6citos maduros e diferenciados presentes no topo das vilosidades. Para ser



eficientemente captado pelo enterocito, o ferro dietético [Fe (III)] € transformado em
Fe (II) pela acdo da redutase férrica designada de Dcytb (duodenal cytochrome b)
presente na borda em escova das referidas células (McKIE et al., 2001). O transporte
do ferro Fe (II) através da membrana apical do enterdcito € entdo realizado pelo trans-
portador de metais divalentes, o TMD-1, cuja expressdo € regulada na razdo inversa
da concentragdo intracelular de ferro (GUNSHIN et al., 1997, ANDERSON;
POWELL, 1999). Diferentes autores demonstraram recentemente a expressio
aumentada desse transportador de metal na mucosa duodenal em modelo murino de
HH, bem como em pacientes portadores de HH (FLEMING et al., 1999; ZOLLER et
al., 1999; GRIFFTHS et al., 2001; ZOLLER et al., 2001). Além de presente na
membrana apical das células absortivas intestinais, 0 TMD-1 também se expressa nos
endossomas que estdo sendo reciclados nas células somaticas, aonde pode facilitar a
captacdo do ferro ligado a transferrina (PHILPOTT, 2002).

ApOs a captacdo, o ferro ndo-heme, em conjunto com o ferro liberado do
- complexo ferro-protoporfirina, se incorporam ao mesmo reservatorio intracitoplas-
matico, podendo ser armazenados sob a forma de ferritina e eliminados gradualmente
com a descamacio das células senescentes, ou transportados através da membrana
basolateral do enterdcito para a circulagdo sanguinea de acordo com as necessidades
corporais. Pelo menos duas proteinas, a ferroportina-1 e hefaestina, estdo envolvidas
na exportacdo de ferro para a circulagdo através da membrana basolateral dos
enterocitos (VULPE et al., 1999; DONOVAN et al., 2000; PARKKILA et al., 2001;
ZOLLER et al., 2001). A ferroportina-1 atua como transportador transmembrana de
ferro (II) e se expressa fortemente na superficie basolateral dos enterocitos maduros da
vilosidades bem como nos hepatdcitos, sinciciotrofoblastos da placenta ¢ células
reticuloendoteliais do figado e bago (ABBOUD; HAILE, 2000; McKIE et al., 2000;
PHILPOTT, 2002). Para que seja exportado para a circulagdo através da membrana
basolateral do enterdcito o Fe (II) deve ser oxidado em Fe (III), tarefa executada pela

~ hefaestina, proteina transmembrana, homologa a ceruloplasmina, com atividade de



ferroxidase (VULPE et al, 1999). Presume-se que enquanto a ferroportina-1 transporta
o ferro ferroso para fora do enterdcito, a hefaestina oxida-o em ferro férrico o qual se
liga avidamente a transferrina circulante (PARKKILA et al., 2001). Nos tecidos, a
transferrina diférrica liga-se aos receptores da transferrina (RTf) presente nas células,
e o complexo sofre processo de endocitose, provendo ferro para as necessidades
celulares (MORGAN, 1996).

Os mecanismos precisos através dos quais os estoques corporais de ferro e
sua demanda no processo. eritropoese influenciam o processo de absor¢do intestinal e,
por conseguinte, a sua homeostase estdo sendo progressivamente elucidados. Sabe-se
que a capacidade dos enterdcitos maduros das vilosidades captarem e transportarem o
ferro € determinada grandemente pelas necessidades corporais de ferro na fase em que
estdo sendo formados nas criptas intestinais. Evidéncias sugerem que a concentragdo
de ferro nas células das criptas de Lieberkithn funciona como um mecanismo de
percepcdo dos estoques corporais de ferro e € um importante determinante da sua
absorg¢do intestinal. As células das criptas captam o ferro ligado a transferrina circu-
lante através da membrana basolateral e, de acordo com a concentragdo intracelular,
irdo modular a capacidade absortiva dos enterdcitos maduros (ANDERSON, 1996;
ANDERSON; POWELL, 1999; ANDREWS, 1999). Células especializadas na capta-
¢do e exportagdo de ferro, como os enterocitos e os macrdfagos no figado e bago,
dispdem de mecanismos reguladores intracelulares que as permite responder aos sinais
oriundos dos tecidos formadores de sangue e do figado, onde o ferro é estocado. Um
destes mecanismos consiste na regulagdo pds-transcripcional da expressdo génica das
proteinas envolvidas na absor¢do do ferro através das ag¢do das proteinas reguladoras
do ferro (PRF). PRF s&o proteinas citoplasmaticas que se ligam ao RNA mensageiro
(RNAm) que contém um elemento responsivo ao ferro (ERF) na sua regido ndo
codificadora. Tais proteinas existem sob a forma ativa e inativa no citosol, sendo que
suas propor¢des relativas dependem da quantidade intracelular de ferro. Sob

condi¢des de deplegdo de ferro no citosol, as PRF sdo expressas na forma ativa



ligando-se aos ERF, alterando a expressdo de diferentes proteinas envolvidas no
processo de absor¢do do ferro. Assim, os niveis de ferro nas células das criptas
determinam a atividade das PRF as quais modulam a expressado de genes das proteinas
envolvidas na homeostase desse elemento. Um aspecto interessante € que a funcio das
PRFs também pode ser alterada pela inflamagdo e estresse oxidativo (PARKILLA et
al., 2001).

Postula-se que tecidos formadores de sangue como a medula 6ssea e locais
de armazenamento de ferro como o figado sejam capazes de transmitir sinais para as
células das criptas intestinais, talvez sob a forma de moléculas sinalizadoras
(PARKKILA et al., 2001; PHILPOTT, 2002). Uma potencial proteina sinalizadora foi
* recentemente identificada e designada hepcidina (NICOLAS et al., 2001). Expressa
exclusivamente em hepatocitos, seus niveis de RNAm encontram-se elevados nos
modelos murinos de sobrecarga de ferro de origem dietética e genética (PIGEON et
al., 2001; PHILPOTT, 2002). NICOLAS et al. (2002) demonstraram que a expressao
génica desse peptideo € regulada pela presenca de anemia, hipoxia e inflamacao,
sugerindo sua participacdo em condigdes fisiopatologicas que cursem com deficiéncia
ou sobrecarga de ferro.

Outra descoberta relevante para o estudo da absorgdo intestinal do ferro ¢ a
recente identifica¢do do gene HFE, presente no brago curto do cromossoma 6, cuja
mutagdo estd implicada na maioria dos casos de HH (FEDER et al., 1996). Esse gene,
inicialmente designado HLA-H e posteriormente, HFE, codifica uma glicoproteina
transmembrana, homoéloga as proteinas do complexo maior de histocompatibilidade
classe I. A HFE apresenta 3 dominios ou cadeias extra-celulares (a,, o, € o3), uma
regido transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica. O dominio extracelular
o3 associa-se de forma ndo-covalente a ,-microglobulina (LEBRON; BJORKMAN,
1999; POWELL; YAPP, 2000). A interagdo com a ,-microglobulina ¢ essencial para
o processamento intracelular eficiente e expressdo apropriada dessa proteina na

superficie celular.



Em 1996, FEDER et al. demonstraram a presenga de uma mutagdo no gene
HFE (G7454) a qual leva a substitui¢do da cisteina por tirosina na posi¢do 282
(C282Y) em 83% dos individuos com fendtipo para HH analisados. Inimeros estudos
posteriores confirmaram a descoberta da presenca do estado de homozigoto para a
mutagdo C282Y em 60% a 100% dos pacientes com diagnostico de HH (BEUTLER
et al., 1996; JAZWINSKA et al., 1996; BARTON et al., 1997, CARELLA et al.,
1997; SANCHEZ et al., 1998; THE UK HAEMOCHROMATOSIS CONSORTIUM,
1997). No Brasil, segundo BITTENCOURT et al. (2002) a prevaléncia de homozi-
gotos para mutagdo C282Y em portadores de HH € de 53%.

A mutacdo C282Y rompe a ponte dissulfeto, importante para a manutengao
da estrutura terciaria da proteina HFE, impedindo sua associagdo com a- f3,-
microglobulina, bem como sua expressdo na membrana celular. A proteina mutante
permanece retida no reticulo endoplasmatico e compartimento médio do Golgi aonde
ndo consegue sofrer processamento adequado e sendo por isto objeto de degradacdo
acelerada (FEDER et al., 1997; WAHEED et al., 1997).

O seqlienciamento completo do gene HFE identificou uma segunda mutagéo
(C187G) que resulta na substitui¢do da histidina em aspartato na posi¢ido 63 (H63D)
da proteina HFE. Ao contrario da mutagdo C282Y, a mutagdo H63D néo impede a
associacdo da proteina HFE com a [B,-microglobulina. A mutagdo H63D aumenta o
risco relativo de desenvolvimento de HH em individuos que sdo heterozigotos para a
mutagdo C282Y, sendo encontrado o gendtipo heterozigoto composto C282Y/H63D
em 4% dos pacientes com HH (FEDER et al., 1996). Tal gendtipo tende a produzir
formas clinicas mais brandas que as observadas nos pacientes homozigotos para
C282Y (BEUTLER et al., 1996; FEDER et al., 1996; BACON, 1997). A constata¢io
de que alguns pacientes com fenotipo tipico de HH ndo apresentam quaisquer nas
mutagdes C282Y e H63D sugere a possibilidade de que outras mutagdes possam estar
envolvidas na patogénese da HH (BRITTON et al., 2002). Recentemente, outras

mutagOes no gene HFE e nos genes que codificam a ferroportina-1 e o receptor da
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transferrina-2 foram encontrados em casos de sobrecarga de ferro em individuos nédo
portando as mutagdes classicas do gene HFE (BARTON et al., 1999; De VILLIERS
et al,, 1999; MURA et al., 1999; PIPERNO et al., 2000; ASBERG et al., 2002;
DEVALIA et al., 2002; GIRELLI et al., 2002; MATTMAN et al., 2002; WALLACE
et al., 2002).

| A estreita correlagdo entre o gene HFE e a instalagdo da HH foi elegante-
mente demonstrada por ZHOU et al. (1998) ao desenvolverem um modelo experi-
mental para HH. Estudando camundongos que ndo expressam o gene HFE os autores
observaram que tais animais apresentaram niveis elevados de saturagdo da transferrina
e aumento dos depositos de ferro nos hepatécitos, indicando que um defeito no gene
HFE resulta no acimulo excessivo de ferro. Evidéncias adicionais da importancia dos
complexos HFE/B,-microglobulina no metabolismo de ferro foram fornecidas por
estudos realizados em camundongos que ndo expressam o gene da B,-microglobulina.
Tais animais apresentam absor¢do aumentada de ferro na mucosa intestinal, niveis
elevados de ferro plasmatico e saturagdo da transferrina, e desenvolvem sobrecarga de
ferro predominantemente nos hepatdcitos, relembrando o fenotipo observado nos
pacientes com HH (De SOUZA et al., 1994, ROTHENBERG; VOLAND, 1996;
SANTOS et al., 1996).

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram que a HFE € expressa em
algumas células epiteliais ao longo de todo tubo digestivo. Diferente dos padrdes
observados em outros segmentos do tubo digestivo, a expressdo da HFE no intestino
delgado limita-se as células das criptas das vilosidades, nas quais se localiza na regido
intracelular perinuclear. A localizacdo estratégica da HFE nas células das criptas
aliada a demonstragdo que o complexo HFE/B,-microglobulina se expressa na
membrana celular em associa¢do com os receptores da transferrina (RTf) sugerem que
HFE poderia estar envolvida na pré-determinagdo da capacidade absortiva das células
intestinais antes dessas migrarem para o topo das vilosidades (PARKKILA et al.,

1997). Evidéncias crescentes indicam que a interagcdo da HFE com o TRf ¢ capaz de
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influenciar a captacdo de ferro dependente dos RTfs (SALTER-CID et al., 1999;
FEDER et al., 1998; GROSS et al., 1998; PARKKILA et al., 2001). Postula-se que a
proteina HFE selvagem age facilitando a captacdo de ferro circulante mediada pelo
RTf nas células das criptas intestinais; tal agdo estaria suprimida na HH associada a
proteina HFE mutante pela perda dessa funcdo facilitadora. Este conceito € sustentado
pela recente observagdo in vivo que a captacdo duodenal de ferro ligado a transferrina
plasmatica estd prejudicada em camundongos que ndo expressam o gene HFE

(TRINDER et al., 2002).

2.1.2 Transporte e Armazenamento do Ferro nos Tecidos

Uma vez alcangando a corrente sanguinea, o ferro € transportado na quase
totalidade ligado a transferrina, glicoproteina sintetizada no figado e que apresenta
dois sitios conhecidos de ligagdo para o metal (Fe+++). Além disso, ferro ndo ligado a
transferrina (ferro de baixo peso molecular) pode ser encontrado na circulagdo,
particularmente em condig¢des nas quais exista sobrecarga do metal e quando todos os
sitios de ligagdo da transferrina j& tenham sido ocupados. Grande parte do ferro ndo
ligado a transferrina circula como férrico (Fe+++) em combinagdo com citrato, que ¢
rapidamente captado pelos hepatocitos (BONKOVSKY et al., 1996).

A maioria do ferro que ¢é captado pelas c€lulas somaéticas encontra-se
inicialmente ligado a transferrina circulante e sua captac@o ocorre através da interacio da
transferrina com os RTfs presentes na membrana celular. O maior determinante da
- deposigdo do ferro nos tecidos é, portanto, a distribuigdo desses receptores na membrana
das células. Os precursores eritroides e os trofoblastos da placenta, por exemplo,
apresentam numero elevado de RTfs e, portanto, maior capacidade de captagio do ferro.
A reagdo entre a transferrina e seu receptor é reversivel, pH-dependente e influenciada
pelo contetdo de ferro da transferrina. Em pH fisiolégico no meio extracelular, o receptor

apresenta maior afinidade pela transferrina diférrica quando comparada a transferrina
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monoférrica, 0 que assegura a méaxima eficiéncia na captagdo do metal. Na maior parte
das células a transferrina diférrica liga-se ao RTf e todo o complexo Tf-RTf sofre
endocitose. Entretanto, em algumas células tais como os hepatécitos, o ferro
possivelmente possa ser liberado da transferrina ainda na superficie da membrana
plasmatica (MORGAN, 1996). Exposto ao pH acido do endossoma, o Fe+++ ¢ liberado
da transferrina e o complexo apotransferrina/RTf é reciclado para a superficie celular.
Entéo, no pH levemente basico do fluido extracelular a apotransferrina se dissocia do RTf
¢ o processo pode iniciar novamente. O Fe+++ liberado da transferrina deve ser
novamente reduzido (Fe++) para posteriormente ser transportado possivelmente pelo
TMD-1 através da membrana do endossoma (PHILPOTT, 2002).

A maior parte do ferro estocado se armazena sob a forma de ferritina, com
distribuicdo predominantemente hepatica, nos musculos e nas células do sistema
reticuloendotelial. Cada molécula de ferritina é capaz de carrear até 4 500 atomos de
ferro. Em condig¢oes fisiologicas pequena quantidade de ferro se armazena sob a forma
de hemossiderina, deposito insolivel no qual o metal se associa a quantidades
varidveis de proteina desnaturada, possivelmente resultante da polimerizagdo da
ferritina. Tanto a ferritina como a hemossiderina fornecem ferro acessivel a produgéo
de hemoglobina, embora a mobilizagdo a partir da hemossiderina seja relativamente

lenta (SEARLE et al., 1994).

2.2 O FIGADO E O METABOLISMO DO FERRO

Por exercer diversas fun¢des metabdlicas dependentes do ferro, pela posigdo
estratégica na captagdo do metal absorvido no enterdcito e transportado pela circu-
lagdo portal, o tigado representa a sede mais importante do metabolismo do ferro e,
por isto, estd sujeito a alteragdes estruturais e funcionais que decorrem do actimulo

desse elemento.
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Os hepatocitos e as células de Kupffer desempenham papéis distintos no
metabolismo do ferro. As células de Kupffer, como integrantes do sistema reticulo-
endotelial, estdo envolvidas na recuperagdo ¢ reciclagem do ferro oriundo dos
- eritrdcitos lesados ou senescentes, especialmente em condigdes patologicas, auxilian-
do na manuten¢do do suprimento constante e adequado de ferro para produgdo de
hemoglobina e outras proteinas e enzimas dependentes do ferro. As células de Kupffer
também captam ferro coloidal, p. ex. ferro dextran, com resultante aumento na sintese
de ferritina (SEARLE et al., 1994; YOUNG; AISEN, 1994).

Os hepatocitos sintetizam e secretam transferrina, captam a transferrina
associada ou ndo ao ferro e liberam ferro para a apotransferrina plasmatica. Além
disso, essas células sintetizam ferritina e captam ferritina e ferro ndo ligado a
transferrina presentes no plasma. Contrariando conceito antigo de que as células do
sistema reticuloendotelial, incluindo as células de Kupffer, seriam o principal sitio de
armazenamento do ferro a longo prazo, sabe-se hoje que os hepatdcitos compartilham
e talvez respondam pela maior parte dessa fungédo. Os hepatocitos sdo um receptaculo
importante de ferro; em condi¢des de sobrecarga de ferro, grande parte do excesso de
ferro corporal ¢ encontrado no figado. Apesar da transferrina constituir provavelmente
a principal fonte de ferro para o figado, os hepatdcitos podem utilizar ferro derivado
da captacdo da heme-pexina, hemoglobina-haptoglobina, lactoferrina, ferritina e ferro
de baixo peso molecular (YOUNG; AISEN, 1994).

Uma fonte importante de lactoferrina s@o os neutrofilos, os quais
degranulam nos locais de inflamagdo. A lactoferrina contida nos granulos das células
¢ liberada provavelmente para seqiiestrar o ferro nas areas circunjacentes. O seqiiestro
de ferro inibe o crescimento de células estranhas e minimiza a injuria tecidual causada
pela formagdo de radicais livres catalisada pelo ferro. Embora muita da lactoferrina
liberada possa ser removida localmente pelos macrofagos, o restante da proteina que
escapa ao clareamento local é encaminhado para o figado através da circulagdo. Ali a

lactoferrina € captada pelas células endoteliais ¢ células de Kupffer, degradada e o
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ferro depositado sob a forma de ferritina. A deposi¢do hepatica de ferro derivada da
lactoferrina tem sido sugerida como potencial mecanismo para sobrecarga hepatica de
ferro em doengas inflamatorias. A ferritina € também liberada pelas células nos locais
de inflamacgdo, sendo o hepatocito responsavel pelo clareamento da ferritina tecidual
da circulagdo. A ferritina captada pelos hepatodcitos pode ser digerida pelos lisossomas
e o ferro pode ser reutilizado, se necessario, na ferritina recém-sintetizada. Condi¢des
de sobrecarga intensa de ferro, como por exemplo talassemia e HH, podem levar a
saturacdo da transferrina sérica e ao aparecimento de ferro de baixo peso molecular na
circulagdo. Esse ferro ¢ também removido pelos hepatocitos € podem contribuir para

sobrecarga de ferro no figado e outros 6rgaos (YOUNG; AISEN, 1994).

2.3 SOBRECARGA DE FERRO NAS DOENCAS HEPATICAS AVANCADAS

Normalmente o ferro ndo € histologicamente visivel, mesmo com o uso de
técnicas especiais de coloragdo (TURLIN; DEUGNIER, 2002). Hemossiderose ou
simplesmente siderose se define como a presenga de ferro coravel nos tecidos sob a
forma de hemossiderina, sem qualquer consideragdo quanto a etiologia ou intensidade
do processo. Também, por convengdo, o termo hemossiderose € usado para espécimes
que contém apenas ferritina coravel (LUDWIG; BATTS, 1998).

Em intensidade variavel, a ocorréncia de sobrecarga de ferro € freqiiente em
pacientes cirrdticos, podendo estar associada ou ndo a HH. A presenca de
hemossiderose hepatica em pacientes com hepatopatia cronica nédo relacionada a HH
ja foi descrita ha varias décadas (TUTLE et al., 1959; SCHAEFER et al., 1962;
SABESIN; THOMAS, 1964; WILLIAMS et al., 1967; KENT,; POPPER, 1968). Um
dos métodos mais empregados na identificagdo da hemossiderose em espécimes de
biopsia hepatica € a coloragdo de Perls com azul da Prassia pela qual o ferro insolavel
(hemossiderina) cora em azul (TURLIN; DEUGNIER, 2002). Enquanto a deposi¢do

de ferro no tecido hepatico na HH ¢ tipicamente hepatocelular, com predominio na
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regido periportal, nas formas de sobrecarga secundaria o ferro tende a se acumular nas
células de Kupffer. Nos casos de intensa hemossiderose, o ferro pode se depositar
também nas células de Kupffer dificultando a distin¢do entre HH e causas secundarias
de sobrecarga do metal. Além de caracterizar o padrdo de distribuigdo celular, a
avaliagdo histoldgica permite a graduagdo semiquantitativa dos depositos de ferro
(SEARLE et al, 1994; DEUGNIER et al., 1997).

A determinagdo bioquimica da concentragdo de ferro no tecido hepatico
pode ser feita pelos métodos de colorimetria ou espectrofotometria de massa por
absor¢do atdmica (TURLIN; DEUGNIER, 2002). Os resultados obtidos utilizando-se
amostras de tecido a fresco ou oriundos de blocos desparafinados sdo equivalentes
(OLYNYK et al., 1994). O indice de ferro hepatico (IFH), resultante da concentragdo
de ferro no tecido hepatico expressa em micromoles por grama de tecido seco dividida
pela idade do paciente em anos, foi inicialmente desenvolvido para auxiliar na
diferenciagdo entre os homozigotos portadores de HH e os heterozigotos e os
portadores de cirrose alcoolica (BASSETT et al., 1986). Embora no estudo inicial o
achado de IFH > 1,9 tenha sido apontado como diagnostico de HH, estudos
subseqiientes demonstraram que intensa sobrecarga de ferro, em niveis semelhantes ao
encontrados na HH (IHF > 1,9) pode ocorrer em pacientes com cirrose de outras
etiologias (DEUGNIER et al., 1997, LUDWIG et al., 1997; COTLER et al., 1998;
FIEL et al., 1999).

A identificacdo do HFE e das mutagdes associadas a maioria dos casos de
HH ampliou o arsenal de métodos diagndsticos disponiveis na investigagdo dos
pacientes com hepatopatia crdnica e sobrecarga de ferro. Estudos recentes, exami-
nando a prevaléncia das mutagdes do HFE em pacientes com doenga hepética
avancada e hemossiderose, de moderada a intensa no explante hepatico, encontraram
indices de 0% a 20% de prevaléncia do estado de homozigoto para C282Y
(MINGUILLAN et al.,, 1997; FIEL et al.,, 1999; BRANDHAGEN et al., 2000;
KOWDLEY et al, 2000; STUART et al., 2000). A partir dos dados disponiveis na
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literatura € possivel concluir que em um numero expressivo de pacientes cirroticos
- com niveis séricos e teciduais elevados de ferro, a sobrecarga de ferro ndo estd
associada a mutagao C282Y do gene HFE.

Virios s@o os fatores que podem contribuir para a instalacdo de hemossi-
derose hepatica na presenga de doenga hepatica cronica avangada n3o associada a HH
tais como anemia com eritropoese inefetiva, hiperesplenismo e hemdlise, multiplas
transfusdes sanguineas, suplementagdo excessiva de ferro, elevado teor de ferro em
algumas bebidas alcoolicas, “shunts” cirurgicos portossistémicos e “shunts” intra-
hepaticos espontaneos e atividade inflamatodria no tecido hepatico (TISDALE, 1961;
GRACE; BALINT, 1966; NIXON, 1966; ECKER et al., 1968; BAKER; COHEN,
1972; CONN, 1972; LOMBARD; STRAUCHEN, 1981; CAPRON et al., 1986; Di
BISCEGLIE et al., 1992; ADAMS et al., 1994; YOUNG; AISEN, 1994). Alguns
investigadores sugerem que o ferro ndo ligado a transferrina, presente no sangue
portal, pode contribuir para o desenvolvimento de sobrecarga de ferro no figado, visto
que ¢ captado pelos hepatocitos de forma preferencial e veﬁciente. Na cirrose ocorre
um excesso de ferro ndo ligado a transferrina devido a redugdo da sintese da
transferrina e ao aumento do nivel sérico de ferro resultante da necrose hepatocelular,
hemolise e outros fatores (BRISSOT et al., 1985; DEUGNIER et al., 1997). Segundo
PASCOE et al. (1999), a anemia de células espiculadas pode contribuir como causa de

sobrecarga de ferro em alguns pacientes com cirrose de etiologia alcodlica.

2.4 ACUMULO DE FERRO NO ENXERTO HEPATICO DE PACIENTES COM
HEMOSSIDEROSE HEPATICA PRE-TRANSPLANTE

Poucas informacgdes existem a respeito do acumulo de ferro no enxerto de
pacientes com sobrecarga hepatica de ferro na fase pré-TH, pois os estudos
disponiveis sdo ainda escassos, usualmente envolvendo numero pequeno de pacientes,

com seguimento de curto prazo, € trazendo resultados controversos. POWELL (1992)
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revisou conjuntamente a experiéncia dez centros no TH de 22 portadores de HH. Em
todos os casos nos quais se mensurou a ferritina sérica e a saturacdo de transferrina,
estes indices cairam para os valores normais em 6 meses apés o TH e assim
permaneceram durante o periodo de acompanhamento médio de 32 meses. O estudo
das biopsias pos-TH com coloragé@o especial para ferro realizado em 8 pacientes com
sobrevida variando de 13 a 66 meses foi normal. Nos quatro dos 8 pacientes nos quais
se mediu a concentragdo de ferro no tecido do enxerto hepatico, a mesma revelou-se
normal. PILLAY et al. (1991) ndo encontraram evidéncia de depdsito de ferro em
biopsias hepaticas pos-TH de 5 pacientes com fenétipo classico de HH submetidos a
TH (intervalo entre TH e biopsias variou de 6 meses a 5 anos). PRATSCHKE et al.
(1998) avaliando 4 pacientes com HH ndo encontraram evidéncia de reacimulo de
ferro nas biopsias do enxerto hepatico 1 ano apos-TH. Outro estudo recentemente
publicado também falhou em demonstrar reacumulo de ferro no enxerto hepatico apds
intervalo médio de 47 meses apds TH em 4 individuos homozigotos para a mutacéo
C282Y (STUART et al., 2000). Uma explicacdo para tais resultados negativos seria o
curto espaco de tempo que decorre do TH pois pacientes com HH presente desde o
nascimento ndo apresentam sobrecarga de ferro clinicamente significativa antes da
segunda ou terceira década de vida (POWELL, 1992).

Entretanto, resultados preliminares publicados por FAGIOULI et al. (1993)
a respeito da experiéncia da Universidade de Pittsburgh no TH de portadores de HH,
demonstraram a ocorréncia de aciimulo de ferro no enxerto em 10 pacientes com HH
que foram a 6bito no pds-TH. Resultados preliminares de FIEL et al. (1993) a respeito
da avaliagdo de 8 dos 14 pacientes com HH submetidos a TH demonstraram depdsito
de ferro precoce e significativo no enxerto ja nos primeiros 3,5 meses pos-TH, embora
ndo tenham discriminado o padrdo de distribui¢do celular do ferro. FARRELL et al.
(1994) encontraram a presenga de hemossiderose hepatocelular em espécimes de
biopsia do enxerto hepatico de 5 dos 7 pacientes com HH avaliados entre 8 ¢ 110 dias

ap6s o TH. Trés dos cinco pacientes com hemossiderose no enxerto tinham recebido
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grande quantidade de hemoderivados no periodo perioperatério e apresentavam
deposito de ferro em células de Kupffer, sugerindo sobrecarga de ferro secundaria.
Além das hemotransfusdes, outro fator que poderia contribuir para sobrecarga de ferro
secundaria no enxerto hepatico de pacientes com antecedentes de intensa hemossi-
derose no pré-TH seria a redistribui¢do dos depdsitos preexistentes de ferro, de outros
tecidos para o novo figado (EGAWA et al., 1996).

A possibilidade de que a redistribui¢do de ferro armazenado em outros
tecidos para o figado possa contribuir para o acumulo de ferro no enxerto hepatico em
pacientes com hemossiderose hepatica pré-TH foi também levantada por estudo
recentemente publicado sob a forma de resumo por MAGGIONI e FURTH (1999).
Ao analisar espécimes de biopsia do enxerto hepatico de 153 pacientes com cirrose
hepatica ndo associada a HH submetidos a TH, os autores encontraram prevaléncia de
19% de hemossiderose hepatocelular. Os pacientes cujo figado nativo apresentava
sobrecarga de ferro tiveram duas vezes mais probabilidade de desenvolver depdsitos
de ferro no enxerto. Entretanto, varidveis importantes como o numero de
hemotransfusdes recebidas, presenga de mutagdes no gene HFE, presenca de ferro no
figado do doador, intervalo de tempo entre a data do transplante e a data da biopsia
analisada ndo foram consideradas.

Portanto, os dados disponiveis a respeito do reacimulo de ferro no enxerto
hepatico de portadores de sobrecarga de ferro no figado nativo, associada ou ndo a
HH, sdo ainda heterogéneos e por vezes, controversos. Além do nimero reduzido de
pacientes avaliados, o seguimento pos-TH tem sido, muitas vezes, insuficiente, e
fatores como numero de hemotransfusdes recebidas, presenca de ferro no figado do
doador, presenga de mutagdes no gene HFE tém sido considerados de modo
incompleto. Assim, o cendrio do comportamento do depdsito de ferro no enxerto de
pacientes com doenga hepatica avangada e intensa hemossiderose submetidos a TH

apresenta ainda lacunas a serem preenchidas, merecendo estudos ulteriores.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Desenhou-se estudo retrospectivo caso-controle para comparar o acumulo
precoce (1 més) e tardio (> 1 més) de ferro em espécimes de biopsia de enxerto
hepatico de pacientes com doenga hepatica avangada, submetidos a TH no Programa
de Transplante da Clinica Mayo, Rochester, MN. O estudo, desenvolvido entre
dezembro de 1998 e agosto de 1999, foi aprovado pelo Institutional Review Board
daquela Institui¢do. O estudo constou de duas etapas: determinacdo da presenca de
ferro no enxerto hepatico em fase precoce (1 més apds o TH) e tardia (> 1 més apods o
TH) em pacientes com sobrecarga de ferro no figado nativo (casos) e em pacientes
transplantados no mesmo periodo os quais ndo apresentavam evidéncia de depdsito de
ferro coravel no figado nativo (controles). Para a avaliagdo da presenga de ferro no
enxerto hepatico no poés-transplante tardio foram considerados apenas os casos
pareados com seguimento histoldgico superior a um meés de pds-transplante, com pelo
menos um més de intervalo entre a biopsia selecionada para a avaliagdo de presenga
de ferro no enxerto no pos-operatorio precoce. Além disso, nessa segunda etapa
selecionou-se biopsias hepaticas evolutivas dos pares com tempo de pos-transplante o

mais aproximado possivel entre o caso e o respectivo controle.

3.2 PACIENTES E METODOS

3.2.1 Populagdo Estudada

Foram revisados os espécimes de biopsia dos explantes hepaticos de 682

adultos (idade > 18 anos) que, consecutivamente, se submeteram ao primeiro TH, de
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marco de 1985 a julho de 1997, no Programa de Transplante Hepatico da Clinica
Mayo, Rochester, Minnesota, por serem portadores de doenga hepatica cronica
avangada. A presen¢a de hemossiderose no explante hepatico foi avaliada pela
coloragdo pelo azul da Prussia. Quando havia evidéncia de ferro coravel no explante, a
concentracdo de ferro no tecido hepatico e o indice de ferro hepatico (IFH) eram
rotineiramente determinados. Quatrocentos e quarenta e sete dos 682 pacientes
selecionados tinham participado anteriormente em estudo da ocorréncia de
hemossiderose na cirrose hepatica de diferentes etiologias (LUDWIG et al., 1997). Os
critérios para inclusdo no presente estudo foram a presenca de IFH > 1,9 no explante
hepatico ¢ a disponibilidade de espécimes de biopsia do enxerto hepatico realizada
aproximadamente 1 més apos o transplante.

Quarenta e um pacientes com sobrecarga de ferro preencheram os critérios
de inclusdo e constituiram o grupo de estudo (casos), sendo comparados com 41
controles parcados sem sobrecarga de ferro. A tabela 2 expde as principais caracte-
risticas clinicas ¢ laboratoriais dos casos e controles € a tabela 3 discrimina a etiologia
da doenga hepética que motivou o transplante nos pacientes que compdem a amostra.
Em relagdo aos fatores predisponentes para sobrecarga secunddria de ferro, um
paciente foi submetido a esplenectomia por esferocitose hereditaria tendo recebido
multiplas hemotransfusées antes do TH, e trés foram submetidos a derivagdo
portossistémica cirirgica varios anos antes do TH (dois derivacdo esplenorrenal ¢ um
derivacdo porto-cava). Excluindo-se o paciente com esferocitose hereditaria, nenhum
outro caso apresentava antecedentes de ter recebido mais de 15 unidades de

concentrado de hemacias antes do TH.
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DE PACIENTES COM DOENGA HEPATICA
AVANCADA COM (CASOS) E SEM (CONTROLES) HEMOSSIDEROSE HEPATICA PRE-
TRANSPLANTE

RIAVES

’Idade (anos)

50(27-69) 46 (25-66) 0,34 ®
Sexo (homens/mulheres) _ - 37/4 33/8 0,28 “
Escore de Child-Pugh-Turcotte (" 10(5-13) 9 (5-13) 0,04 @
Etiologia da doenga hepética
Cirrose biliar ' 3 2 1,09
Cirrose nao-biliar a8 39
Numero de unidades de concentrado 22,3(1-85) 16,2(3-52) 0,04 @
de hemacias transfundidas ' @
Estudos do ferro sérico
Ferro sérico (ug/dI) 158(52-312) 90(21-235) <0,0001 @
indice de saturacao (%) 94(40-100) 36(8-99) <0,0001 ®
Ferritina sérica (1g/l) 870(148-12 935) 127(12-1 720) <0,0001 &
CFH (ug/g tecido seco) 9 295(3 614-28 284) NR
IFH 3,8(2,0-10,1) NR

FONTE: O autor

NOTA: CFH, concentragao de ferro no tecido hepatico; IFH, indice de ferro hepatico; NR, nao realizado; TH, transplante
hepatico.

Dados expressos como mediana (variagao).

Intervalo desde a cirurgia do transplante até o primeiro més pés-TH.

Teste de Wilcoxon.

Teste de McNemar baseado nos pares discordantes.

)
(2)
(3)
(4)

TABELA 3 - ETIOLOGIA DA DOENGA HEPATICA EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE HEPA-
TICO COM (CASOS) E SEM (CONTROLES) HEMOSSIDEROSE HEPATICA PRE-TRANSPLANTE

iR 4(1 VHC+DHA)

VHB 2 3
Doenca hepatica alcodlica 9(1 DHA+A1AT) 8
CBP/CEP 1/2 1M
Doenca de Wilson 1 0
Hepatite autoimune 1

Deficiéncia de -1 antitripsina 6 ' 4
Criptogénica 9 16
Hemocromatose hereditaria 6(2 HH+A1AT) 0

FONTE: O autor

NOTA: VHC, virus da hepatite C; VHB, virus da hepatite B; DHA, doenga hepatica alcodlica; CBP, cirrose biliar primaria; CEP,
colangite esclerosante primaria; A1AT, deficiéncia de -1 antitripsina; HH, hemocromatose hereditaria.

Testes genéticos para as mutagdes C282Y e H63D foram disponiveis em 38
(93%) dos 41 casos com sobrecarga de ferro no explante hepatico. Quatro dos 6

individuos com diagndstico pré-TH de HH eram homozigotos para a mutagdo C282Y
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e enquanto dois ndo apresentavam nenhuma das duas mutagdes pesquisados no gene
HFE. Um deles era um homem de 47 anos de idade, cujo explante apresentava cirrose
com sobrecarga de ferro, com distribuicdo predominantemente hepatocelular
(concentragdo de ferro no tecido hepatico 12 731 pg/g tecido seco; IFH 4,9, figura 1),
portador de insuficiéncia cardiaca congestiva classe IV, submetido a transplante
combinado de coragdo e figado, ocasido em que se constatou intensa deposi¢do de
ferro no miocérdio e figado (SURAKOMOL et al., 1997). O outro paciente era um
homem de 50 anos de idade com cirrose hepética e diabetes melito o qual apresentou
o mais elevado grau de hemossiderose hepatica entre os casos estudados
(concentragdo de ferro no tecido hepatico 28 284 ng/g tecido seco e IHF 10,1), com
distribuigdo de ferro predominantemente hepatocelular, ¢ sem que qualquer
justificativa para sobrecarga de ferro fosse identificada. Nos outros 32 casos, sete
eram heterozigotos para a mutagdo C282Y, oito heterozigotos para a mutagdo H63D e
dezessete ndo apresentavam quaisquer das mutacdes pesquisadas. Nenhum caso de

heterozigoto composto (C282Y/H63D) ou homozigoto para H63D foi identificado.

3.2.2 Grupo Controle

Cada paciente incluido no estudo, com sobrecarga de ferro no explante, foi o
~ mais adequadamente possivel pareado, de acordo com idade, sexo, etiologia da doenca
hepatica (cirrose biliar versus cirrose ndo-biliar e, se possivel, entidades da mesma
etiologia) com um grupo controle composto de pacientes submetidos ao primeiro TH
durante o mesmo periodo, os quais ndo apresentavam ferro cordvel no explante
hepatico. Os controles tinham disponivel um espécime de biopsia do eénxerto hepatico

realizada cerca de um meés do pds-transplante.
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3.2.3 Dados Clinicos

Revisados os prontudrios médicos, os seguintes dados foram coletados:
1dade na época do TH, sexo, etiologia da doenga hepética; grau de disfuncéo hepatica
de acordo com a classificagdo de CHILD-PUGH modificada (CHILD; TURCOTTE,
1964), nimero de unidades de papa de hemdacias transfundidas durante o proce-
dimento de transplante e até o primeiro més apods e os resultados dos testes genéticos

para as mutac¢des do gene HFE (C282Y e H63D), quando disponiveis.

3.2.4 Exames Laboratoriais

Conforme rotina do Servico, as determinac¢des da concentragdo de ferro,
saturagdo da transferrina e ferritina tém sido realizadas em amostras de soro coletadas
dos pacientes estudados, apos periodo de jejum de 12 horas, durante o processo de
avaliagdo pré-transplante nos Laboratérios da Clinica Mayo, Rochester, utilizando
técnicas padrdo. Os valores de referéncia na populacdo adulta para ferro sérico sdo
50-150 pg/dl (homens) e 35-145 pg/l (mulheres), para saturagdo de transferrina-14% a
50% e, para ferritina € 20-300 ng/l (homens) e 20-120 pg/l (mulheres).

3.2.5 Avaliagdo Histologica

Amostras de tecido obtido do explante hepatico bem como do enxerto
hepéatico foram fixadas em solucdo de formalina 10%, processadas e incluidas em
blocos de parafina. Os cortes histologicos corados pela coloragdo azul-da-prussia de
Perls foram revisados pela autora e por um patologista (Kenneth P. Batts), sem
conhecimento da identidade e dos dados clinicos ¢ bioquimicos dos pacientes. A
distribui¢d@o celular do ferro coravel (hepatocitos, epitélio dos ductos biliares ¢ células
de Kupffer) foi assinalada e pontuada segundo escala de graduagdo de 0 a 4 (SEARLE
et al., 1994) (tabela 4).



24

TABELA 4 - GRADUACAOQ HISTOLOGICA DA DEPOSICAO DE FERRO NO TECIDO HEPATICO

0 Granulos ausentes ou identificados com dificuldade em aumento de 400X
A+ Pouco discerniveis em aumento de 250X porém faciimente confirmados em 400X
. 2+ ' Pequenos granulos sao identificados em aumento de 100X
SRy o 'Pequenos granulos sao identificados em aumento de 25X
4+ Massas de depdsitos de ferro sdo identificados em aumento de 10X ao aolho nu

FONTE: SEARLE et al., 1994

Os espécimes de biopsia hepatica dos doadores, disponiveis em 39 pacientes,

foram analisados pela coloragdo de Perls para determinar a presenga ou nio de ferro.

3.2.6 Quantificagdo do Ferro no Tecido Hepatico

A determinagdo da concentragdo de ferro hepatico em amostras de tecido do
explante incluidas em blocos de parafina foi realizada por espectrofotometria de
massa por absorcdo atomica (Perkin Elmer Sciex Corp., Norwalk, CT, ELAN 6000,
ICP-MS, inductively coupled Plasm Cell Spectrometer) (BUSH & MOYER, 1998,
HOUK, 1986). Todo o processo foi realizado em sala especialmente preparada para
quantificacdo de metais no Laboratorio de Metais da Clinica Mayo. O valor normal da
concentragdo de ferro no tecido hepatico, no Laboratorio da Clinica Mayo, ¢ de 200 a
2400 pg/g de tecido seco (ts) para homens e de 200 a 1 600 pg/g tecido seco para
mulheres. O IHF se calcula dividindo-se a concentragdo de ferro no tecido hepatico
(ng/g tecido seco) pela idade do paciente expressa em anos, multiplicado por 55.8. O

valor normal do IHF deve ser inferior a 1pmol.g™"idade™ (em anos).

3.2.7 Teste genético para as Mutag¢des do Gene HFE

Preliminarmente, a andlise das mutagdes do HFE foram disponiveis em 38
dos 41 casos com hemossiderose no explante hepdtico, tendo sido realizada como
parte de um estudo prévio (BRANDHAGEN et al., 2000). As muta¢des do gene HFE

foram avaliadas pela rea¢do em cadeia da polimerase (PCR), seguida de digestao por
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enzimas de restricdo, segundo FEDER et al, 1996. O DNA foi extraido de células
precipitadas obtidas antes do TH em 27 casos e de amostras de tecido hepatico
congelado em 11 casos. O DNA foi extraido de células precipitadas usando-se o kit de
isolamento de DNA Purogene (Gentra System, Inc., Minneapolis, MN, USA) enquan-
to para a extracdo do DNA do tecido hepatico empregou-se um protocolo padrdo de
digestdo com proteinase K na presenga de um tampdo de lise seguido por extragdo
com fenol/cloroférmio. O DNA foi ressuspenso em tampao tris EDTA (10mmol/l Tris
e 1 mmol/l EDTA, pH 8,0), quantificado por espectrofotometria e sua concentragdo
ajustada para 0,25 pg/ul. O DNA foi examinado para as mutagdes C282Y e H63D
utilizando-se dois pares de oligonucleotideos iniciadores (FEDER et al., 1996). Para
cada par de oligonucleotideo iniciador 250 ng de DNA foram amplificados em uma
reacdo contendo volume total de 25 pl na presenga de 10 picomoles de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores, 200 mmol/l de cada um dos fosfodinucleotideos
(dNTP), 50 mmol/l de KCl, 10 mmol/l de Tris pH 8,3, 1,5 mmol/l de MgCl, 0,001%
de gelatina e 0,625 unidades de Taq Polimerase (PE Applied Byosistems, Foster City,
CA, USA). Os parametros de ciclagem da PCR foram 94°C por 30 segundos, 55°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, repetidos em 30 ciclos. As amostras foram
mantidas a 72°C por 10 minutos para completar a reagdo.

As mutagdes foram identificadas pela digestdo de produtos de PCR com
endonucleases de restricdo de acordo com as orientagdes da empresa produtora das
enzimas (New England BioLabs, MA, USA). As enzimas Rsa [ € Dpn Il foram usadas
para detectar as mutagdes C282Y e H63D, respectivamente. Os produtos da digestao
fofam submetidos a eletroforese em gel com concentragdo de 3% (1% agarose, 2%
NuSieve GTG) e observados sob luz ultravioleta, depois de corados com brometo de
etideo. O padrdo de migragdo resultante permitiu a identificagdo de cada amostra
como sendo homozigota para a sequéncia selvagem, heterozigota ou homozigota para

cada uma das mutagdes.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos aplicados foram selecionados de acordo com a
distribui¢do das varidveis e seu carater dependente ou correlacionado, considerando a
natureza dos dados constituida por medidas pareadas entre individuos dos grupos caso
e controle, com nivel minimo de significancia de 5%.

Desta forma, para avaliar a diferenca entre as medianas no conjunto de
variaveis dependentes de distribui¢do assimétrica como, por exemplo, idade, numero
de concentrados de hemacias transfundidos e intervalo de tempo entre a data do TH e
a das biopsias realizadas, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para
amostras pareadas. Para avaliar as possiveis diferengas entre as varidveis categoricas
pareadas e nominais como a presenca de ferro no figado do doador e nos espécimes de
biopsia do enxerto hepatico, foi aplicado o teste de McNemar, baseado nos pares
discordantes entre os grupos caso e controle. Tratando-se de variaveis categoricas,
independentes e ordinais foi utilizado o Teste do Qui-Quadrado para tendéncias
lineares (graduagdo do ferro cordvel nas biopsias do enxerto hepatico no pds-TH
precoce); para varidveis categoricas, independentes e nominais como por exemplo a
distribuigdo celular do ferro coravel empregou-se o Teste exato de Fisher, consi-
derando o tamanho da amostra (n < 100).

A analise de Regressdo Logistica para amostra dependente ou pareada foi
utilizada para avaliar os resultados da coloragdo de ferro (espécimes de biopsia
- hepatica do po6s-TH precoce, ¢ separadamente, espécimes de biopsia do pos-TH
tardio) ajustando o modelo para as possiveis varidveis confundidoras como presenga
de ferro no figado do doador, intervalo de tempo entre a data do TH e data das
biopsias, nimero de concentrado de hemacias transfundidas.

A amostra foi estimada considerando um erro do tipo I méximo de 5% (alfa)

e erro tipo II maximo de 10% (beta), obtendo um poder de teste de 85% a 95% com a
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amostra selecionada de 82 casos ou 41 pares. Na avaliacdo das biopsias na fase tardia
do p6s-TH, incluindo somente 35 pares, o poder do teste foi de 80%.

O pacote estatistico empregado nas analises foi o SAS (The SAS statistical
package) (SAS General. SAS Institute Inc., SAS® User’s Guide: Basics, Version 5
ed. Cary, NC: SAS Institute Inc, 1985).
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4 RESULTADOS

4.1 DEPOSITO DE FERRO NOS ESPECIMES DE BIOPSIA DO ENXERTO
HEPATICO NO PERIODO POS-TRANSPLANTE PRECOCE

Os achados histopatologicos nos espécimes de biopsia hepatica dos casos e
controles, obtidos no pds-TH precoce estdo demonstrados na tabela 5. A mediana do
intervalo de tempo entre a cirurgia do TH e a data da biopsia hepatica foi 22 dias nos
dois grupos (p = 0,53). Dezessete dos 41casos com sobrecarga de ferro (41%) e 11 dos
41 controles (27%) apresentavam ferro coravel nos espécimes de biopsia hepatica no
p6s-TH precoce (p = 0,29). Entre os pacientes com hemossiderose precoce, o depésito
de ferro ocorreu predominantemente nas células de Kupffer. A deposi¢do de ferro
ocorreu isoladamente nas células de Kupffer em 13 casos e em combinagdo com
depositos hepatocelulares em 4 casos. Em 13 dos 17 casos, o deposito de ferro foi
graduado como discreto (1+), enquanto em 4 casos, foi pontuado como 2+. Todos os
casos‘ de hemossiderose hepatocelular foram graduados como discretos. Nio se
observou diferenga estatisticamente significativa no depésito de ferro precoce entre os
6 casos com diagndstico clinico pré-TH de HH e os 32 casos com hemossiderose
secundaria no explante (p = 0,66). A distribuicdo celular de ferro nos controles foi
similar aos casos com deposito de ferro, ocorrendo mais comumente nas células de
Kupffer que nos hepatocitos (p = 0,67). Entretanto, houve diferenca estatitiscamente
significativa na graduag@o semiquantitativa do ferro coravel na biopsia precoce entre

casos € controles (p < 0,01), com maior deposito nos casos (tabela 5).
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FIGURA 1 -CASO 6: EXPLANTE HEPATICO DE PACIENTE COM FENOTIPO CLASSICO DE HH (IFH 4.9;
C282Y-/- HB3D-/-) APRESENTANDO HEMOSSIDEROSE INTENSA (4+). (COLORAGCAO DE
PERLS, X 225)

TABELA 5 - ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NOS ESPECIMES DE BIOPSIA DO ENXERTO HEPATICO NO
POS-TRANSPLANTE PRECOCE (1 MES) EM 41 PACIENTES COM (CASOS) E SEM (CONTRO-
LES) HEMOSSIDEROSE HEPATICA PRE-TRANSPLANTE

_ CARACTERISTICAS [ CASOS (N=41) [ CONTROLES (N=41)| P
Intervalo entre o TH e a biopsia (dias) 22(14-102) 22(18-79) 0,637
Doador com biopsia hepatica (+) para coloragdo de ferro  12/39 (31) 8/39 (21) 0,639
Presenca de ferro coravel na biopsia do enxerto 17/41 (41) 11/41 (27) 0,29 @
hepatico
Entre os receptores com ferro coravel na biopsia do
enxerto:

Coloragéo de ferro no doador @ 0,68
Positiva 12/17(71) 8/11(73)
Negativa 5/17(29) 2/11(18)

Distribuicdo celular do ferro coravel 0,67
Células de Kupffer 13/17(76) 7/11(64)
Células de Kupffer + hepatocitos 4/17(24) 4/11(36)

Graduagao do ferro hepatico ! <0,01®
Tragos 0(0) 8/11(73)
1+ 13/17(78) 3/11(27)
2+ 4/17(24) 0(0)

NOTA: Valores expressos como mediana (variagao) ou numero (porcentagem).

M Teste de Wilcoxon.

@ Teste de McNemar baseado nos pares caso/controle discordantes.

e Coloragao para ferro no doador ndo estava disponivel em um dos pacientes do grupo controle.
“ Teste exato de Fisher.

® Bageado na escala de 0 a 4+ (SEARLE et al., 1994).

© Teste do Qui-quadrado para tendéncias lineares.
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Espécimes de biopsia hepatica do doador eram disponiveis para avaliagdo de
ferro coravel em todos os 41 casos e em 39 dos 41 controles. Conforme demonstra a
tabela 3, a freqiiéncia de ferro coravel no figado dos doadores dos casos e controles foi
semelhante em ambos. Observou-se associagdo entre a presenca de ferro no figado do
doador e depdsito de ferro no enxerto hepatico no p6s-TH precoce (p = 0,001).
Especificamente, todos os 20 pacientes (12 casos e 8 controles) que receberam figado
com evidéncia de hemossiderose ainda apresentavam ferro nos espécimes de biopsia
obtida aproximadamente 1 més apés TH. Por outro lado, apenas 7 dos 60 pacientes
(5 casos e 2 controles) cujo doador ndo apresentava hemossiderose hepatica desenvol-
veram deposi¢do de ferro durante o mesmo intervalo de tempo. A figura 2 ilustra a

presenga de ferro cordvel na biopsia hepatica de um dos doadores avaliados.

FIGURA 2 -CASO 23: PRESENCA DE HEMOSSIDEROSE EM HEPATOCITOS PERIPORTAIS NO FIGADO
DO DOADOR (COLORAGAO DE PERLS X 225)
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Empregando-se modelo de regressdo logistica para analise entre casos €
controles em relagdo a presenca de ferro no enxerto hepatico no periodo pds-TH
precoce ajustado para a data do TH, intervalo de tempo entre a cirurgia e a data da
biopsia e presenga de ferro coravel no figado do doador ndo encontrou diferenca
estatisticamente significativa (casos v controles, p = 0,15). Apesar dos 41 casos terem
recebido nimero maior de unidades de concentrado de hemécias durante a cirurgia do
transplante e no primeiro més p6s-TH que os controles (22,3 v 16,2: p =0.04),
nenhuma associagdo entre o nimero total de unidades de concentrado de hemécias
transfundidas e presenga ou auséncia de ferro coravel no enxerto no pos-transplante

precoce foi detectada (p = 0,72).

4.2 DEPOSITO DE FERRO NOS ESPECIMES DE BIOPSIA DO ENXERTO
HEPATICO NO PERIODO POS-TRANSPLANTE TARDIO

Trinta e cinco pares de casos e controles apresentaram espécimes de biopsia
do enxerto apos 1 més do TH disponiveis para analise de deposito tardio de ferro. Seis
pares de casos e controles foram excluidos devido a seguimento histoldgico insufi-
ciente motivado por oObito (4 pacientes com sobrecarga de ferro e 2 pacientes do grupo
controle). A tabela 6 relaciona os achados histopatologicos das biopsias hepaticas
tardias dos casos e controles. A mediana do intervalo de tempo entre o TH e a biopsia
hepatica tardia nos casos e controles foi respectivamente 648 dias (variagdo, 62 a
3 717 dias) e 413 dias (variagdo, 54 a 4 144 dias), com p = 0,76.

TABELA 6 - ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NOS ESPECIMES DE BIOPSIA DO ENXERTO HEPATICO NO

POS-TRANSPLANTE TARDIO (= 2 ANOS) EM 35 PACIENTES COM (CASOS) E SEM (CONTRO-
LES) HEMOSSIDEROSE PRE-TRANSPLANTE

'~ ARACTERISTICAS A\SOS (N = 35 SONIROLES(N=385) | P

Intervalo entre o TH e a biopsia (dias) 648(62-3 717) 413(54-4 144) 0,76 "
Pacientes com ferro coravel na biopsia 15/35 (43) 6/35 (17) 0,06 @
Entre os pacientes com ferro coravel na biopsia -

Distribuicéo celular do ferro coravel ' 1,0®
Células de Kupffer 9/15(60)  3/6(50)
Células de Kupffer + hepatécitos 6/15(40) -3/6(50)

Graduacio do ferro hepatico ' : 1,0
1+ ' 11/15(73) 5/6(83)
2+ ' 4/15(27) 1/6(17)

NOTA: Valores expressos como mediana (variagdo) ou nimero (porcentagem)
" Teste de Wilcoxon.

@ Teste de McNemar baseado nos pares caso/controle discordantes.

@ Teste exato de Fisher.

“ Baseado numa escala de 0 a 4+ (SEARLE et al., 1994).
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Ao analisar as biopsias obtidas no pés-TH tardio observou-se tendéncia a
associagdo entre o deposito de ferro no enxerto hepatico e a presenga de hemossiderose
no pré-TH (p = 0,06). Especificamente, o ferro cordvel foi identificado nos espécimes
de biopsia tardia no enxerto hepatico em 15 dos 35 casos (43%) comparado com apenas
6 dos 35 controles (17%). Pelo resultado ndo estatisticamente significativo da analise
das biopsias obtidas no p6és-TH tardio quanto & associacdo entre depositos de ferro no
enxerto hepatico e a presenga de hemossiderose pré-TH, por recomendagio do
estatistico, foi realizada simulagdo com a inclusdo de apenas um caso positivo a amostra
estudada. O resultado foi a queda de p para 0,04, o que permite sugerir que o nivel de
significancia de 6% se deva ao tamanho insuficiente da amostra. Portanto, s6 se podera
inferir que existe associag¢@o entre hemossiderose intensa pré-TH e deposito ulterior de
ferro no enxerto no pés-TH tardio com estudos que envolvam maior niimero de casos.
Casos e controles com biopsia hepética tardia disponivel receberam numero similar de
unidades de concentrado de hemacias transfundidas no periodo perioperatério (media-
na, 17,8 v 18,0; p = 0,13). Quando ajustado para vérios fatores como intervalo entre o
TH e a ultima biopsia, presenca de ferro cordvel no figado do doador e nimero de
unidades de concentrado de hemacias transfundidas o valor de p permaneceu limitrofe
(p=0,06; OR, 3,8; IC =95%, 0,9 a 15,6)

Semelhante ao observado no periodo pds-transplante precoce, o ferro cora-
vel na fase tardia distribuiu-se predominantemente nas células de Kupffer nos casos e
controles (tabela 6). Os 15 casos com hemossiderose nas células de Kupffer foram
graduados em 1+ em 11 casos e 2+ em 4 casos. Incluiu-se nesse grupo o caso de um
homem de 41 anos submetido a TH por cirrose alcodlica com associég:ﬁo de fendétipo
MZ para alfa-1 antitripsina (figura 3). Esse paciente era heterozigoto para a mutagdo
H63D e ndo apresentava a mutacdo C282Y. Devido a complicagdes no periodo pds-
operatdrio precoce recebeu 16 unidades de papa de heméacias durante o primeiro meés
p6s-TH. O espécime de biopsia do enxerto hepatico obtido 2 anos ¢ meio apos o TH

revelou hemossiderose hepatocelular e nas células de Kupffer; e concentragio de ferro
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FIGURA 3 -CASO 34: PACIENTE PORTADOR DE CIRROSE ALCOOLICA E FENOTIPO MZ PARA ail-
ANTITRIPSINA (C282Y-/- H63D +/-), RECEBEU 16 UNIDADES DE CONCENTRADO DE
HEMACIAS NO PRIMEIRO MES POS-TRANSPLANTE. A) AUSENCIA DE HEMOSSIDEROSE NA
BIOPSIA DO ENXERTO HEPATICO 3,5 SEMANAS APOS O TRANSPLANTE. B)
HEMOSSIDEROSE ENVOLVENDO HEPATOCITOS E CELULAS DE KUPFFER NAS ZONAS 1 E 3
NA BIOPSIA DO ENXERTO HEPATICO 2,5 ANOS APOS O TRANSPLANTE (COLORAGAO DE
PERLS X 225)
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no tecido hepatico de 6 243 ng/g de tecido seco. A biopsia do figado do doador ¢ a
amostra do enxerto obtida 24 dias ap6s o transplante ndo apresentaram quaisquer
- evidéncias de ferro coravel.

Entre os seis controles que apresentavam hemossiderose nos espécimes de
biopsia tardia do enxerto hepatico, o ferro cordvel distribuiu-se principalmente nas
células de Kupffer, com graduagdo de 1+ em 5 controles e 2+ em um controle. Trés
desses 6 controles apresentaram hemossiderose discreta em células de Kupffer e
hepatocitos.

Cinco dos 6 pacientes com diagnéstico pré-TH de HH tinham disponivel
espécime de biopsia tardia do enxerto hepéatico, para avaliagdo do depdsito de ferro.
Ferro coravel foi observado em 3 dos cinco pacientes. Em dois casos, o depdsito de
ferro era discreto (1+) e se restringiu as células de Kupffer. O outro paciente com HH
apresentou deposicdo hepatocelular de ferro leve (1+) em associagdo com hemossi-
- derose nas células de Kupffer (2+). Trés dos quatro pacientes que eram homozigotos
para mutacdo C282Y tiveram enxerto hepético biopsiado aproximadamente 1 ano
ap6s o TH. Dois nado apresentaram evidéncia de ferro e em um havia apenas depoésito

discreto (1+) em células de Kupffer.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou a presenca e o padrdo de distribuicio celular do
ferro no enxerto hepéatico no periodo precoce e tardio pos-TH em pacientes com e sem
hemossiderose intensa pré-TH (IHF > 1,9). A presenca de ferro cordvel no enxerto
hepatico durante as primeiras semanas foi comum e ocorreu com freqiiéncia
semelhante nos casos e nos controles (p = 0,29). O depédsito de ferro no pos-TH
precoce ndo se associou com diagnéstico clinico pré-TH de HH ou a presenga de
hemossiderose intensa no explante hepatico. Tais achados sugerem que durante o
periodo precoce pos-TH o ferro identificado no figado ndo resulta dav mobilizagdo de
outros tecidos para o enxerto hepatico, mas ao ja presente no figado do doador,
conforme constatagdo na biopsia nele realizada (p = 0,001).

Em contraste, no pos-TH tardio (aproximadamente 2 anos) houve tendéncia
para os pacientes com hemossiderose hepdtica intensa pré-TH apresentarem maior
freqiiéncia de ferro coravel no enxerto, embora essa possivel relagdo de causa e efeito
nfo possa ser plenamente estabelecida, pelo indice baixo de significancia estatistica
(p =0,06).

O predominio de ferro nas células de Kupffer nos espécimes de biopsias
tardias sugere que possam estar envolvidas formas secundarias de sobrecarga de ferro,
como mobilizacdo do armazenado em outros tecidos. No presente estudo, as
hemotransfusdes ndo explicaram a potencial diferenga entre casos e controles em
relacdo a deposicdo tardia de ferro no enxerto, tendo em vista que a mediana no
namero de unidades de papa de hemécias transfundidas foi similar nos dois grupos.

EGAWA et al. (1996) apontaram a mobilizagdo de ferro armazenado em
sitios extra-hepaticos como provavel fator causal da rapida instalagdo de hemosside-
rose hepatocelular, ja4 em fase precoce pds-TH, em uma crianga portadora de

hemocromatose neonatal. Embora fosse escasso o deposito de ferro coravel constatado
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na biopsia do enxerno no dia 7 p6s-TH, as biopsias subseqiientes, realizadas nos dias
26, 36 e 53 p6s-TH, demonstraram hemossiderose progressiva nos hepatocitos e
células de Kupffer, alcangando grau 2+ (escala de 0 a 4+) nas células afetadas. Na
necropsia, realizada no dia 62 pos-TH, apos obito por arritmia cardiaca, encontrou-se
acamulo de ferro em varios 6rgdos incluindo o figado. Apesar da crianca haver
recebido 12 hemotransfusdes (totalizando 400 ml de concentrado de hemadcias), o
volume depletado pelas freqiientes coletas de sangue para exames e perdas
gastrointestinais estimadas alcangou aproximadamente 500 ml e 200 ml respecti-
vamente. Como ndo existem relatos de aumento na absor¢do intestinal de ferro na
hemocromatose neonatal, o principal fator implicado na hemossiderose no enxerto foi
a redistribui¢do do ferro preexistente em tecidos extra-hepaticos para o figado.

Recentemente MAGGIONI e FURTH (1999) estudaram a ocorréncia de
depdsito de ferro coravel no enxerto de 153 pacientes portadores de cirrose hepatica
ndo associada a HH. Segundo os autores, a ocorréncia de depdsito de ferro no enxerto
se associou a presenga de hemossiderose hepatica pré-TH (p = 0,06). Observamos que
os autores, entretanto, ndo descrevem o intervalo entre o TH e a realizagdo da biopsia
e tampouco antecedentes de hemotransfusdes e presenca ou ndo de ferro no figado do
doador.

Niveis séricos e teciduais de ferro elevados sdo freqiientemente encontrados
em pacientes com doenga hepatica cronica (CHAPMAN et al., 1982; Di BISCEGLIE
et al., 1992; BACON et al., 1994). A maioria desses pacientes tem niveis normais ou
discretamente aumentados de ferro no tecido hepatico. Recentemente, varios estudos
tém documentado sobrecarga de ferro hepatico em niveis tipicamente correspondentes
a HH, em um namero substancial de pacientes com doenga hepética avangada nado
causada pela HH (DEUGNIER et al., 1997, LUDWIG et al., 1997; COTLER et al,,
1998; STUART et al., 2000). Estudo prévio realizado na Clinica Mayo demonstrou
que 7,5% de 447 explantes hepaticos de receptores de TH com doenga hepatica

avan¢ada, ndo associada a HH, apresentavam IHF > 1,9 (LUDWIG et al., 1997). A
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quase totalidade dos pacientes com hemossiderose intensa, avaliados no presente
estudo representam formas de sobrecarga de ferro ndo associadas & mutagdo C282Y,
em conformidade com os dados ja existentes na literatura que documentam que a
maioria dos casos de sobrecarga de ferro em portadores de doenca hepatica avangada
consistem em formas secundérias de hemossiderose, ndo relacionados a HH (De
KNEGT et al., 1997; MINGUILLAN et al., 1997; FIEL et al., 1999; COTLER et al.,
1998; BRANDHAGEN et al., 2000; KOWDLEY et al., 2000; STUART et al., 2000).
Portanto, um IFH > 1,9 na presenga de cirrose hepatica deve ser interpretado com
cautela, ndo constituindo, necessariamente, prova diagnéstica da presenga de HH
(LUDWIG et al., 1997). Embora a mutagdo C282Y no gene HFE esteja presente na
maioria dos portadores de HH, os relatos de pequeno niimero de pacientes com HH
que ndo carregam tal mutagdo foram confirmados em dois de nossos casos com
fenétipo classico desse distirbio do metabolismo do ferro, mas auséncia do geno6tipo
tipico para HH (FEDER et al., 1996; CARELLA et al., 1997, THE UK HAEMO-
CHROMATOSIS CONSORTIUM, 1997; BRITTON et al., 2002).

O mecanismo preciso pelo qual o ferro se acumula no figado cirrdtico
permanece ainda pouco compreendido e € provavelmente multifatorial. Fatores como
absor¢do aumentada de ferro, elevado teor de ferro em algumas bebidas alcoolicas,
deficiéncias nutricionais (especialmente folato), hiperesplenismo e hemolise, ¢ a
presenca de “shunts” venosos intra ¢ extra-hepéticos tém sido implicados (SCHAEFER
et al., 1962; CONN, 1972; ADAMS et al., 1994). A anemia de células espiculadas ou
equinociticas também tem sido proposta como causa de sobrecarga de ferro em
pacientes com doencga hepatica avangada (PASCOE et al., 1999). No presente estudo,
como relatado anteriormente, um paciente foi submetido a esplenectomia por
esferocitose hereditaria, tendo recebido multiplas transfusdes antes do TH, e 3 pacientes
foram submetidos a derivag@o portossistémica cirirgica varios anos antes do TH.

A maior parte dos estudos sobre o acimulo de ferro no enxerto hepatico tem

sido em portadores de HH. PILLAY et al. (1991), POWELL (1992) ¢ STUART et al.
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(2000) ndo encontraram evidéncia de deposito de ferro coravel no enxerto hepatico em
biopsias, realizadas no periodo pés-TH, em intervalo que variou de 6 meses a 66
meses pos-transplante. Em contraste, resultados preliminares de um estudo
desenvolvido por FAGIUOLI et al. (1993) indicaram actimulo de ferro em todos os 10
pacientes com HH que faleceram apos o TH. FARRELL et al. (1994) também
encontraram deposi¢do de ferro no enxerto hepatico de 5 dos 7 pacientes com HH
submetidos a TH em biopsias obtidas entre 8 € 110 dias pos-transplante (FARRELL et
al., 1994). Trés desses pacientes com apresentacdo de hemossiderose
predominantemente em células de Kupffer tinham recebido grande quantidade de
hemoderivados no perioperatorio (variagdo de 23 a 68 unidades), sugerindo
sobrecarga de ferro secundaria. Todos os 4 pacienteé que faleceram apresentavam
depositos de ferro no coragéo, pancreas e outros érgdos enddcrinos.

Os resultados controversos se devem, possivelmente, a multiplos fatores
como numero reduzido de pacientes, acompanhamento muitas vezes insuficiente,
presenga ou ndo de mutagdes no gene HFE, nimero de unidades de concentrado de
hemadcias transfundidas no perioperatorio, presenca ou nido de ferro no figado do
doador, e efeito ainda desconhecido das drogas imunossupressoras no complexo
mecanismo de homeostase do ferro. Aspecto importante, ndo contemplado em estudos
prévios, bem como no presente, diz respeito ao curso clinico no periodo pos-TH e a
fun¢do do enxerto na época da realizagdo da biopsia analisada. Muitas das biopsias
sdo indicadas face a altera¢des de enzimas hepaticas ou disfungdes do enxerto. Sabe-
se que condigdes associadas a necrose hepatocelular e inflama¢do no tecido hepatico
soem favorecer deposito de ferro cordvel, independentemente de antecedentes de
hemossiderose no figado nativo.

Neste estudo ndo foi possivel detectar diferenca na frequéncia de ferro
coravel no enxerto hepatico entre pacientes com diagnostico clinico de HH e pacientes
com intensa hemossiderose hepatica secundaria. O pequeno niimero de pacientes com

HH em nossa casuistica € o periodo de seguimento pos-transplante relativamente curto
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(dois anos) limitam consideravelmente nossa habilidade de extrair conclusdes
definitivas a este respeito. Estudos envolvendo numero maior de pacientes com HH
submetidos a TH e com periodo de seguimento mais longo sdo necessarios para
avaliar o risco de aciimulo de ferro, a longo prazo, no enxerto hepatico em pacientes
com HH. A simples compara¢do do tempo necessario para acimulo de ferro em
pacientes com HH néo transplantados, nos quais ndo ocorre sobrecarga significativa
antes da 2" ou 3" década de vida, com o que se verifica no enxerto apos o transplante
hepdtico ndo € valida, pois o enxerto é implantado em pacientes com depositos
excessivos de ferro, € a mobilizagdo do ferro estocado em outros drgdos pode

representar fator adicional de acamulo (POWELL, 1992).
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6 CONCLUSOES

1. Depoésito de ferro de leve intensidade no periodo precoce pés-TH ¢
comum e correlaciona-se com a presenca de ferro no figado do doador, sem
dependéncia de existir ou ndo hemossiderose hepatica pré-TH.

2. Nao houve diferenga estatisticamente significativa na freqiiéncia de ferro
cordvel nas biopsias do enxerto no pds-TH tardio entre os pacientes com e sem
hemossiderose intensa no pré-TH.

3. O padrdo de distribuicdo celular do ferro nas biopsias do enxerto no
p6s-TH tardio, predominantemente nas células de Kupffer, sugere formas secundarias

de sobrecarga de ferro.
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