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Abreviaturas

AVC — Acidente Vascular Cerebral

CA — Complicacéao arterial

CB — Complicagao Biliar

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
CMV - Citomegalovirus

CPRE - Colangiopancreatografia Retrograda Endoscépica
CPRM - Colangiopancreatografia Por Ressonancia Magnética
CPT - Colangiografia Percutanea Transhepética

CTT - Colangiografia por Tubo T

DP — Desvio-Padréo

EA — Estenose Anastomotica

EB — Estenose Biliar

ENA — Estenose N@o Anastomotica

GPP — Glandulas Peribiliares Profundas

Ig — Imunoglobulina

I/R — Isquémia/Reperfusédo

M — Média

Mdn — Mediana

MELD -Do inglés Model for End-Stage Liver Disease
MELD-Na — Do inglés Model for End-Stage Liver Disease sodio
SAP — Servigo de Anatomia Patolégica

TIF — Tempo de Isquémia Fria

TIQ — Tempo de Isquémia Quente

TIQ1 — Tempo de Isquémia Quente 1

TIQ2 — Tempo de Isquémia Quente 2



TIT — Tempo de Isquémia Total

UTHPA - Unidade de Transplantacdo Hepéatica Pediatrica e do Adulto



Resumo

As estenoses biliares (EB) sdo uma complicacao frequente ap6s transplantacéo
hepatica, acarretando um aumento da morbimortalidade e implicando um conjunto
adicional de procedimentos terapéuticos. Relativamente as estenoses néo
anastomoticas (ENA), apesar de serem conhecidos alguns dos seus fatores
predisponentes, a sua etiologia ndo se encontra inteiramente esclarecida. O presente
estudo tem como objetivo determinar se existe associagao entre a hemossiderose do
enxerto na bidpsia pés-reperfusao e o desenvolvimento de ENA.

Trata-se de um estudo longitudinal e retrospetivo realizado na Unidade de
Transplantagdo Hepatica Pediatrica e de Adultos (UTHPA) do Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra. De um total de 67 enxertos com grau variavel de
hemossiderose na bidpsia pos-reperfusdo de transplante hepético, avaliou-se a
presenca de EB através da revisdo de exames imagiologicos e/ou relatérios de
colangiopancreatografias retrogradas endoscépicas, colangiopancreatografias por
ressonéncia magnética, colangiografias percutaneas transhepéticas e colangiografias

comtuboemT.

Colheram-se variaveis do dador, recetor, enxerto, do procedimento cirdrgico e
do periodo pés-operatorio.

Comparou-se com a populagcédo a que pertence a amostra a frequéncia de ENA
e de estenose anastomética e auséncia de estenose. Excluiram-se 0s casos com tempo
de seguimento inferior a 12 meses e os que desenvolveram complicagdes arteriais.

Compararam-se o0s resultados histoldgicos das bidpsias p6s reperfusdo com as
biopsias realizadas no follow-up, relativamente a presenca e grau de hemossiderose.

Obteve-se um grupo final de 52 casos, no qual 32,7% dos doentes
transplantados desenvolveram ENA, o dobro da taxa verificada nas casuisticas da
UTHPA.

Verificou-se a influéncia da idade do dador no desenvolvimento de ENA
(p=0,033). Os tempos de isquémia fria (p=0,075) e de isquémia total (p=0,051) foram
superiores nos doentes que desenvolveram ENA. O valor médio de MELD-Na (Model
for end-stage liver disease sédio) foi de 21,88 nos doentes que desenvolveram ENA,
valor superior ao dos doentes sem EB.

Quando comparada a presenca e grau de hemossiderose entre as bidpsias pos-
reperfusdo e as biopsias realizadas no follow-up verificou-se uma redugdo tanto da

frequéncia como da severidade da hemossiderose. Considera-se a hipotese desta
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reducdo da hemossiderose ser influenciada pelo uso de imunossupresséo. A presenga
de ferro, sob a forma de depésitos tecidulares, podera implicar uma modificacdo do
status inflamat6rio por uma possivel ativacao das vias da inflamacéo.

Os resultados obtidos permitem concluir que a presenca de hemossiderose no
enxerto pds-reperfusdo se associa a uma maior incidéncia ENA, pois obteve-se uma

taxa préxima do dobro de outros estudos com a casuistica do centro.

Palavras-Chave: Estenoses da via biliar, Estenoses ndo anastomoticas da via biliar,

Transplantagdo Hepatica, Hemossiderose



Abstract

Biliary strictures (BS) are a frequent complication after hepatic transplantation,
entailing an increase in morbidity and mortality and involving an additional set of
therapeutic procedures. Regarding non anastomotic strictures (NAS), even though some
of their predisponent factors are known, their etiology is not entirely clear. This study
aims to determine whether there’s an association between graft hemosiderosis in post

reperfusion biopsy and the development of NAS.

This is a longitudinal, retrospective study at the Adult and Paediatric Liver
Transplantation Unit (UTHPA) of Coimbra Hospital and University Centre (CHUC). Of a
total of 67 grafts with variable degree of hemosiderosis in the post reperfusion biopsy of
liver transplant, the presence of BS was evaluated through the analysis of imaging and
reports from endoscopic retrograde cholangiopancreatographies, magnetic resonance
cholangiopancreatographies, percutaneous transhepatic cholangiographies and

cholangiographies with T-tube.

Variables of the donor, receptor, graft, surgical procedure and postoperative

period were collected.

We compared the sample with the population of origin, regarding the frequency
of NAS and anastomotic stricture. The cases with follow-up time inferior to 12 months
and those who developed arterial complications were excluded.

The histological results of the post reperfusion biopsies were compared with the
biopsies conducted in the follow-up regarding the presence and degree of
hemosiderosis.

A final group of 52 cases was obtained, in which 32.7% of the patients who
underwent liver transplantation developed NAS, double the value in the UTHPA series.

The influence of the donor age in the development of NAS was verified
(p=0.0333). The cold ischemia time and total ischemia time were longer in patients who
developed NAS. The average score MELD-Na (Model for end-stage liver disease
sodium) was 21.88 in patients who developed NAS, greater than those of patients
without BS.

There was a reduction in both frequency and severity of hemosiderosis between
the post reperfusion biopsies and the ones conducted in the follow-up. We considered
this reduction in hemosiderosis to be influenced by the use of immunosuppression.

These results allow us to conclude that the presence of hemosiderosis in the post

reperfusion graft is associated with a higher incidence of NAS, since the incidence of



NAS was close to double of that in other series of this center. The presence of iron, in
the form of tissue deposits, may imply a modification of the inflammatory status by a

possible activation of the inflammation pathways.

Keywords: Biliary strictures, Non anastomotic biliary strictures, hepatic transplantation,
hemosiderosis



Introducéo

O transplante hepatico constitui uma terapéutica para a doenga hepéatica terminal
com altas taxas de sucesso(1,2). As EB sdo uma complicacdo frequente, acarretando

um aumento da morbimortalidade(1,3).

A Unidade de Transplantacdo Hepatica Pediatrica e do Adulto (UTHPA) do
Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), identificou em estudos
retrospetivos, uma incidéncia de EB apdés transplante hepatico de 38,1%(2,4,5) e
32,1%(6). Destas, 16,7% e 16,9% respetivamente sdo ENA, valores correspondentes

aos limites superiores dos intervalos descritos por outros autores(7).

As EB podem classificar-se em EA e ENA. Se a formagdo das primeiras se
atribui, geralmente, a fatores técnicos, as segundas apresentam uma etiologia ainda
ndo inteiramente esclarecida. A fisiopatologia das ENA € multifatorial, sendo os
principais mecanismos descritos para a sua formacao os seguintes: a lesédo isquémia-
reperfuséo, a lesdo induzida por acidos biliares e a lesdo imuno-mediada(3). Estudos
realizados com a casuistica da UTHPA retrospetivos identificaram a hemossiderose do

enxerto como uma possivel etiologia de ENA, n&o descrita na literatura(2).

O presente estudo pretende determinar se os doentes com hemossiderose no
enxerto pdés-reperfusdo deste centro desenvolvem mais EB comparativamente a
populagdo da UTHPA, avaliando assim, se a hemossiderose no enxerto se comporta
como um fator predisponente para ENA ap06s o transplante hepatico. Procurou-se ainda
avaliar a influéncia de variaveis do recetor, dador e do procedimento cirlrgico para

exclusao de variaveis confundentes.
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Material e métodos

Desenho do estudo

Estudo observacional longitudinal retrospetivo.

Selecdo da amostra

Para selecdo da amostra utilizaram-se 0s seguintes critérios de incluséo:
transplantes hepaticos realizados na UTHPA do CHUC entre 1 de janeiro de 2013 e 31
de dezembro de 2018, recetores com idade igual ou superior a 18 anos, com enxerto de
dador apdés morte cerebral de coracdo a bater, e com presenca de hemossiderose na
andlise anatomo-patoldgica da bidpsia pés reperfusdo no enxerto.

De um total de 287 transplantes realizados na UTHPA, obteve-se uma amostra
de 67 casos (23,3%).

Para a analise do desenvolvimento de EB foram excluidos os doentes com
tempo de seguimento inferior a 12 meses, por ocorréncia de ébito ou desenvolvimento
de complicagdes arteriais. As complicacfes arteriais pos transplante (trombose da AH,
estenose da AH e sindrome da artéria esplénica) foram excluidas pois sdo eventos que
podem alterar a vasculariza¢do do enxerto e ser a causa de colangiopatia isquémica(8).

O grupo selecionado foi de 52 casos. Estes foram estratificados em trés grupos:
doentes que ndo desenvolveram estenose, doentes que desenvolveram ENA, e doentes

que desenvolveram EA (Anexo | — Figura 1).

Diagnostico de estenose

O desenvolvimento de EB foi avaliado em janeiro de 2021, através da revisdo
das imagens de exames imagioldgicos e respetivos relatérios de CPRE, CPRM, CPT,
CTT, todos pelo mesmo cirurgio.

As EB foram definidas como estreitamentos na arvore biliar. Classificaram-se
como EA se verificada uma reducéo de calibre circunscrita ao local da anastomose e de
extensdo inferior a 5mm(9); ENA se localizadas nas vias biliares intra e/ou extra-
hepaticas, extensdo superior a 5mm (longas) ou multiplas(1,3); sem estenose na
auséncia de evidéncia de estenose.

Foi calculado o tempo em semanas desde o transplante até ao diagnéstico de
EB.
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Colheita e caracterizacado histoldgica das amostras

A colheita do enxerto pos reperfusao foi realizada hum prazo minimo de 30
minutos apds a reperfusado. O fragmento foi colhido no bordo anterior do lobo esquerdo,
com tesoura idealmente com uma profundidade de dois centimetros e sem cauterizacao.
Foi posteriormente colocado em formaldeido a 4% e enviada ao SAP.

A bidpsia em cunha de parénquima hepatico foi processada e preparada para
avaliacdo histolégica por dois patologistas experientes em patologia hepatobiliar, de
forma cega, com ocultacdo dos detalhes clinicos. Para cada amostra foram coradas
duas laminas pela metodologia de hematoxilina e eosina (H&E), e uma para cada uma

das seguintes técnicas: tricromio de Masson, PAS-diastase e Perls.

A avaliagédo do dano de I/R foi efetuada de acordo com o disposto por Ali JM et
al.(10): ausente; ligeira — infiltrado neutrofilico minimo com corpos aciddéfilos ou perda
ocasional da integridade da membrana basal do hepatdcito; moderada — agregados de
mais de 5 neutréfilos com ou sem necrose ou perda de hepatdcitos; severa — perda de
hepatdcitos com infiltrado neutrofilico severo. Para efeitos de avaliagdo, neste trabalho,

o dano de I/R foi dicotomizado em ausente e presente.

A presenca de esteatose foi definida de acordo com o definido por Kleiner DE et
al (11)de acordo com a percentagem de esteatose macrovaculoar: ausente; minima (1-
10%), ligeira 11-33%), moderada (34-66%) e severa (superior a 67%). Para efeito de
avaliacdo, neste trabalho foi dicotomizada a presenca de esteatose em ausente e

presente.

A severidade dos depésitos de ferro foi categorizada de acordo com o descrito
por Deugnier Y e Turlin B (12) em ausente, ligeira (depdsitos de ferro em menos de 30%
dos hepatécitos e de fraca intensidade — granulos visiveis apenas em objetiva de 40x),
moderada (depdsitos de ferro em 31 a 60% dos hepatdcitos e de intensidade moderada
— granulos visiveis em objetiva de 20x) e severa (depésitos em mais de 61% dos

hepatdcitos e granulos visiveis em objetiva de 10x).

Caracterizacao do recetor, dador e enxerto

Os dados dos recetores, dador e enxerto e procedimento cirargico foram obtidos
através da consulta de registos de cirurgia e anestesiologia, dos processos clinicos dos
doentes, de relatérios do SAP e de registos do Gabinete de Coordenacgéo de Colheita e
Transplantacdo de Orgédos do CHUC.

Para a caracterizagdo do recetor foram colhidos os seguintes dados: género,

idade, grupo ABO, grupo Rh, indicacédo para transplante, MELD, MELD-Na, trombose da
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veia porta pré-operatoria e serologia IgG CMV. O valor MELD-Na foi o imediatamente
anterior a data do transplante. Nos registos com score MELD-Na indisponivel este foi
calculado através da ferramenta MDCalc-MELD Score(13), com recurso aos valores
laboratoriais de bilirrubina total, INR, creatinina e soédio imediatamente anteriores ao
transplante.

Para a caraterizacao do dador foram colhidos os seguintes dados: género, idade,
grupo ABO, grupo Rh, presenca de trombose da veia porta pré-operatéria, histologia da
bi6psia pos reperfusao.

Para a caracterizacdo do procedimento cirdrgico e do enxerto foram utilizados
dados referentes aos tempos de isquémia do enxerto, histologia da biépsia do enxerto
apos reperfusao, necessidade de reconstrucdo da artéria hepética na banca.

As informacdes clinicas foram obtidas sob supervisdo, com garantia do

anonimato dos doentes.

Tempos de isquémia

Com recurso aos registos cirdrgicos e de anestesiologia, consideraram-se 0s
seguintes tempos de isquémia do enxerto: TIF: intervalo de tempo desde a clampagem
da aorta do dador, durante a colheita de 6rgdo, até a retirada do figado do gelo para
inicio do implante; TIQ1: tempo decorrido desde a retirada do figado do gelo a
reperfuséo do primeiro vaso; TIQ2: tempo decorrido entre a reperfusdo do primeiro e do
segundo vaso; TTI: tempo decorrido entre o inicio da isquémia fria e a reperfuséo do

primeiro vaso.

Variaveis pos-transplante

Foram colhidos dados referentes ao status CMV (negativo, reativagdo ou
primoinfe¢do), desenvolvimento de CA, necessidade de re-transplante e respetiva
causa, realizacdo de bidpsia no periodo de follow-up e severidade de hemossiderose
na mesma, desenvolvimento e classificacdo de EB e calculo médio do tempo decorrido
entre o transplante e a ocorréncia de EB, bem como ocorréncia de 6bito nos recetores
de transplante. A bidpsia hepatica realizada no periodo de follow-up e respetiva
severidade de hemossiderose foi classificada de acordo com os critérios descritos

anteriormente e comparada com a biopsia pos reperfusao.

Andlise estatistica

A analise de dados foi realizada com o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 25. A avaliagdo da normalidade foi realizada com o teste

Shapiro-Wilk. Nas estatisticas descritivas foram calculadas frequéncias absolutas (n) e
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relativas (%) para as variaveis categoricas, médias (M) e desvios padrédo (DP) para as
variaveis continuas com distribuicdo simétrica e medianas (Mdn) e percentis P25 e P75
(P2s-P7s), nas varidveis com distribuicdo assimétrica. A avaliacdo da simetria foi
realizada com o célculo do coeficiente de assimetria, enquadrado no intervalo [-2; 2] e
observacao do histograma. Na associacdo das variaveis categéricas foram utilizados
testes qui-quadrado/ testes de Fisher. No caso das variaveis continuas com distribuicéo
normal foi utilizado o t-teste ou teste Mann-Whitney caso contrario. O teste de Friedman
foi utilizado para comparar a distribuicdo da severidade da hemossiderose na biépsia

pés reperfuséo e na bidpsia no periodo de follow-up.
O estudo estatistico foi realizado admitindo uma margem de erro de 5% (p<0,05).

Foram comparados apenas os grupos de doentes sem EB e com ENA e
consoante as caracteristicas pré-operatorias dos recetores, bem como caracteristicas
dos dadores, para identificacdo de variaveis confundentes. Excluiram-se desta analise
as EA. Foi comparada a severidade da hemossiderose na biopsia hepatica pés

reperfusd@o e na bidpsia hepética realizada no follow-up.

Revisdo bibliogréafica

A pesquisa bibliogréfica foi realizada através da plataforma online Pubmed,
utilizando os termos “Biliary Strictures”, “Non-anastomotic biliary strictures”, “Liver

transplantation” e “Hemossiderosis”.
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Resultados

Analise Descritiva

Na Tabela 1 (Anexo Il) sdo apresentadas as variaveis dos recetores. Na sua
maioria do sexo masculino (82,1%), com idades compreendidas entre os 21 e os 73
anos, com média de 55,24 anos. Os grupos sanguineos mais prevalentes foram o 0
(43,3%) e o A (40,3%). Destes 57 sdo Rh positivos. (85.1%). O valor médio de MELD
foi de 18,66 e o valor médio de MELD-Na foi de 21,40 (DP=8,53). A causa de transplante
mais frequente foi a cirrose alcodlica (n=28; 41,9%).

A analise descritiva das variaveis dos dadores pode ser observada ha Tabela 2
(Anexo I1). A maioria dos dadores era do sexo masculino com idades compreendidas
entre os 20 e os 79 anos. Os dois grupos sanguineos mais frequentes foram o 0 (51,5%)
e 0 A (37,9%). O AVC hemorragico foi a causa de morte mais comum. Globalmente o

AVC foi a causa de morte mais comum.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas intra-operatorias, onde se
observou que oito (11,9%) enxertos foram submetidos a reconstrugdo arterial na banca.
Apresentam-se também os tempos de isquémia do enxerto e a histologia da biépsia

hepatica pos reperfusao.
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Tabela 1. Descricdo das variaveis intra-operatoérias.

Caracteristicas intra-operatoérias n(%) ou M(DP)
Reconstrugdo arterial (n=67)
Sem reconstrucéo 59 (88,1%)
Com reconstrucao 8 (11,9%)

Histologia da Bidpsia hepatica pds-reperfuséo
Esteatose (n=67)

N&o 60 (89,6%)
Sim 7 (10,4%)
Grau de Hemossiderose (n=67)
Minima (Grau I) 44 (65,7%)
Ligeira (Grau II) 14 (20,9%)
Moderada (Grau 1) 8 (11,9%)
Severa (Grau IV) 1(1,5%)
Leséo de I/R
Sim 52 (77,6%)
Néo 15 (22,4%)
Tempos de isquemia
TIF (n=66) 316,88 (94,49)
TIQ1 (n=67) 55,44 (28,67)
TIQ2 (n=67) 47,38 (19,28)
TIQ (n=67) 102,82 (34,16)
TIT (n=66) 383,00 (77,65)

I/R: Isquémia/Reperfusao; TIF: tempo de isquémia fria; TIQL: tempo de isquémia quente
1; TIQ2: tempo de isquémia quente 2; TIT: tempo de isquémia total

Na Figura 2 (Anexo Il) é observada a distribuicdo do grau de severidade da

hemossiderose nos enxertos.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as variaveis estudadas do pds-operatorio. Foram
identificados resultados da serologia de CMV, sendo que em mais de metade ndo houve
evidéncia de infecao, reativacdo ou primoinfecdo. Ocorreram complicacdes arteriais em
cinco (7,5%) dos casos, nomeadamente trés casos de trombose da artéria hepatica, um

de estenose e um de sindrome da artéria esplénica.

Do grupo inicial de 67 casos relativamente ao desenvolvimento de EB foram
excluidos os doentes com tempo de seguimento inferior a 12 meses e que
desenvolveram complicacfes arteriais, sendo o grupo final de 52 casos. Neste grupo
(n=52) foram identificadas 17 (32,7%) ENA, cinco (9,6%) EA e 30 casos sem estenose
(57,7%). Relativamente a biopsia hepatica realizada durante o follow-up, esta foi

realizada em 43 doentes, sendo que em 19 (44,2%) ndo se objetivou hemossiderose,
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16 (37,2%) apresentavam grau | de hemossiderose, trés (7%) apresentavam grau |l e
cinco (11,6%) apresentavam grau Il e nenhuma apresentava grau IV (0%).

Tabela 2. Descricdo das variaveis pos-operatorias.

Caracteristicas pés-operatdrias n (%)
Status CMV pés transplante (n=25)
Negativo 12 (48%)
Reativacdo 7 (28%)
Primoinfecéo 6 (24%)
Complicagbes arteriais (n=67)
Sem complicac¢éo 62 (92,5%)
Com complicacéo 5 (7,5%)

Estenose (n=52)

N&o 30 (57,7%)
Estenose anastomoética (EA) 5 (9,6%)
Estenose ndo anastomotica (ENA) 17 (32,7%)
Excluidos n=15
Severidade da hemossiderose no follow-up (n=43)
Ausente 19 (44,2%)
Minima (Grau I) 16 (37,2%)
Ligeira (Grau II) 3 (7%)
Moderada (Grau III) 5 (11,6%)
Re—lilréagsplante (n=67)* 50 (74.6%)
Sim 17 (25,4%)

*Causas de re-transplante: ACLF (n=1), cirrose (n=1), colangiopatia isquémica (n=>5), disfuncéo
priméria do enxerto (n=3), FHA (n=1), hepatite colestatica (h=1); PAF adquirida (n= 1), recidiva
de colangite esclerosante primaria (n=1); rejei¢cdo cronica (n=1), trombose portal (n=1), trombose
AH (n=1)

Identifica-se o tempo decorrido entre o transplante hepatico e o diagnéstico de
EB (Anexo Il — Tabela 3). No total de EB, o tempo mediano do desenvolvimento de
estenose foi de 26 semanas. Na EA o tempo mediano foi de 51 semanas e na ENA foi

de 25 semanas.

Do total de 67 recetores, 23 (34,3%) faleceram até a data do estudo. O tempo

mediano do transplante ao ébito foi de 38,5 semanas (Anexo Il — Tabela 4).
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Anadlise inferencial

E apresentada a andlise realizada para verificar a associac&o entre as variaveis
estudadas, com particular énfase na comparacao entre as ENA e auséncia de estenose

biliar. Sdo também apresentados os resultados descritivos relativas as EA.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas na comparacao
das caracteristicas pré-operatorias dos recetores nos doentes sem EB e com ENA
(Anexo II - tabela 5).

Considerando as variaveis dos dadores foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa na idade (p=0,033), com idade média mais elevada dos
dadores cujos recetores desenvolveram ENA. N&o foram observadas diferencas

estatisticamente significativas nas restantes variaveis (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacéo das variaveis dos dadores dos doentes com ENA e sem estenoses

biliares.
Sem estenose ENA
EA (n=5) (n=30) (n=17) p-value
Sexo p=0,708
Masculino 4 (80,0%) 21 (70,0%) 11 (64,7%)
Feminino 1 (20,0%) 9 (30,0%) 6 (35,3%)
Idade 59,80 62,41
’ 4 16,1 ' =
(9.20) 54,00 (16,19) (9,98) p=0,033
Causa de morte p=0215
TCE 1 (20%) 7 (23,3%) 4 (23,5%)
AVC isquémico 1 (20%) 7 (23,3%) 1 (5,9%)
Causas hemorragicas 3 (60%) 15 (50%) 9 (52,9%)
Outros 0 (0%) 1(3,3%) 3 (17,6%)

AVC: acidente vascular cerebral; EA: Estenose anastomoética; ENA: Estenose ndo
anastomotica; TCE: traumatismo cranio-enceféalico

Apresentam-se os resultados relativos & compatibilidade Rh entre dadores e
recetores e a sua relagdo com o desenvolvimento de EB (Anexo Il — Tabela 6).
Observaram-se duas (33,3%) ENA nos transplantes [dador+, recetor-], onde se
observou uma EA (50,0%). A incidéncia de ENA desenvolvidas nestes casos foi

sobreponivel a verificada na amostra de 52 casos. Observaram-se duas (50,0%) ENA
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nos transplantes de dador feminino e recetor masculino, onde néo se observou qualquer

EA, sendo neste grupo a incidéncia de ENA superior a verificada na amostra de 52

casos.

Na comparac¢do das variaveis intra-operatérias dos recetores com ENA e sem

EB, os TIF e TIT sao superiores nos doentes que desenvolveram ENA (Tabela 4), com

tendéncia para significado estatistico.

Tabela 4. Comparagcdo das caracteristicas intra-operatérias dos recetores com

ENA e sem estenoses biliares.

Sem estenose

ENA

EA (n=5) (n=30) (n=17) p-value
Reconstrugdo arterial p=0,250
Sem reconstrugao o o 17
5 (100,0%) 27 (90,0%) (100,0%)
Com reconstrucao 0 (0,0%) 3 (10,0%) 0 (0,0%)
Esteatose p=0,426
N&o 5 (100%) 26 (86,7%) 16 (94,1%)
Sim 0 (0%) 4 (13,3%) 1 (5,9%)
Tempos de isquemia
TIF 340,00 337,47 ~0.075
(67,99) 291,76 (85,13) (76,47) p=L,
TIQ1 61,20 51,12 _
(11.58) 57,93 (28,47) (19.44) p=0,386
TIQ2 52,80 47,76 _
(10.57) 47,20 (20,19) (24.75) p=0,933
TIQ 114,00 98,88 _
(18,14) 105,13 (32,71) (33.38) p=0,539
TIT 401,20 399,65 ~0.051
(66,60) 358,17 (60,58) (78,86) p=v,
Leséao d('f isquemia p=0,727
reperfusao
N&o 2 (40,0%) 7 (23,3%) 3 (17,6%)
Sim 3 (60,0%) 23 (76,7%) 14 (82,4%)
Bidpsia pés reperfuséo _
Grau de Hemossiderose p=0,349
Minima 4 (80,0%) 20 66,7%() 12 (70,6%)
Ligeira 0 (0%) 6 (20,0%) 4 (23,5%)
Moderada 0 (0%) 4 (13,3%) 1 (5,9%)
Severa 1 (20,0%) 0 (0%) 0 (%)
Total 5 (100%) 30 (100%) 17 (100%)

EA: Estenose anastomoética; ENA: Estenose ndo anastomotica
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N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas na comparacao

das variaveis pés-operatdrias dos recetores com ENA e sem EB, considerando as

variaveis de: complicacfes arteriais, serologia de CMV (IgG) e re-transplante.

A presenca ou auséncia de hemossiderose nas biopsias realizadas no periodo

de follow-up néo influenciou o desenvolvimento de ENA (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacao das caracteristicas pos-operatérias dos recetores com ENA e sem

estenoses biliares.

Sem estenose

EA (n=5) (n=30) ENA (n=17) p-valor
Complicacdes arteriais p>0,990
Sem complicacdes 4 (80%) 28 (93,3%) 16 (94,1%)
Com complicacdes 1 (20%) 2 (6,7%) 1 (5,9%)
IgG CMV p>0,990
Negativo 0 (0%) 7 (50%) 3 (50%)
Positivo 1 (100%) 7 (50%) 3 (50%)
Total 1 (100%) 14 (100%) 6 (100%)
n=4 n=16 n=11
Re-transplante p=0,289
N&o 5 (100%) 22 (73,3%) 15 (88,2%)
Sim 0 (0%) 8 (26,7%) 2 (11,8%)
Total 5 (100%) 30 (100%) 17 (100%)
Tempo até desenvolvimento de 51,0 (27,0- 25,0 (16,0 - -
estenose 51,0) i 46,0)
Biopsia no follow-u
Grpau de Hemossigerose p=0,294
Ausente 2 (50%) 9 (60,0%) 7 (43,8%)
Minima 1 (25%) 6 (40,0%) 6 (37,5%)
Ligeira 0 (0%) 0 (0%) 3 (18,8%)
Moderada 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 4(100%) 15 (100%) 16(100%)

CMV: Citomegalovirus; EA: Estenose anastomética; ENA: Estenose ndo anastomética; IgG:

Imunoglobulina
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Na Figura 1 sdo apresentados os resultados da evolugdo da hemossiderose
entre a biopsia pos reperfusdo e a bidpsia no periodo de seguimento. Foi observada

reducdo do grau minimo e ligeiro de hemossiderose entre e a reperfusédo e o follow-up.

Em 19 amostras das 43 biépsias realizadas no periodo de follow-up verificou-se

a auséncia de hemossiderose.

70,0  44;65,7

60,0

50,0 19; 44,2

40’0 16; 37,2

30,0
14; 20,9

20,0
8;11,9 5;11,6

10,0 3;7,0

| | L1500 0;0
0,0 ==

Minima Ligeira Moderada Severa Ausente

O Hemossiderose p6sRep O Hemossiderose Fup

Figura 1. Evolugcao da hemossiderose entre a bi6psia DO e a realizada no follow-up.
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Discussao e Concluséao

Apoés transplante hepético, 10 a 40% dos doentes transplantados desenvolve CB
com taxas de mortalidade entre 8 e 15%(14). As CB mais comuns s&o a fuga biliar e as
EB(15,16). As EA associam-se normalmente a técnica cirargica e isquémia local, dando
origem a uma cicatriz fibrética na zona da anastomose(16). Pelo contrario, as ENA
revelam uma etiologia heterogénea e multifatorial, podendo localizar-se em qualquer
segmento do sistema biliar (intra ou extra-hepéticas). As ENA sao consideradas um tipo
de complicacéo biliar grave, com uma incidéncia de perda do enxerto até 46% aos 2
anos(10).

Num estudo realizado com a casuistica da UTHPA em 2017 no periodo de
01/01/2012 a 04/06/2015, verificaram-se incidéncias de EB de 38,1%; e de ENA de
16,7% (2), com o desenvolvimento médio de ENA de 27 semanas. Outro estudo com a
casuistica da UTHPA realizado entre 01/08/2016 e 30/04/2018, obteve incidéncias de
EB de 32,1%; e de ENA de 16,9%(6). Na literatura descreve-se uma incidéncia de EB
de 30%(1,17-19), sendo relevante a identificacdo de variaveis que influenciam o seu
desenvolvimento. Em estudos prévios desenvolvidos neste centro, a hemossiderose do
enxerto surge como uma possivel variavel a considerar, ndo descrita na literatura,

associada ao desenvolvimento de ENA(2,4,6,20).

Na presente série, exclusivamente com enxertos com hemossiderose, obteve-
se uma incidéncia de EB de 42,3%, sendo a incidéncia de ENA de 32,7%, e de EA de
9,6%, o que corresponde ao dobro da incidéncia de ENA das casuisticas deste centro,
nas quais sdo considerados todos os tipos de enxerto(2,6). A incidéncia de EA nesta
série foi muito menor do que o descrito noutros estudos com a casuistica da UTHPA
gue relatam incidéncias de 21,4% e 15,2%(2,6).

No presente estudo o tempo de desenvolvimento médio de ENA foi de 25

semanas, valor concomitante com os estudos prévios deste centro(2).

Estdo descritos na literatura como fatores para o desenvolvimento de ENA o
aumento dos tempos de isquémia do enxerto(21-23), a imunogenicidade(3,14,24)
(incompatibilidade ABO, hepatite autoimune e colangite esclerosante primaria e infecdo
por CMV), as alterag6es da bidpsia do parénquima hepético(25), a leséo de I/R, a lesdo
das GPP da via biliar do enxerto(3-5), o tempo de cirurgia(26), a perfusdo portal
inadequada(3) a reconstrucéo arterial do enxerto na banca(20), enxertos provenientes

de dador de coracéo parado(3,14) e a idade avancada do dador(27).
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No presente estudo identificou-se o0 AVC como a principal causa de morte dos
dadores. Encontra-se descrito por alguns autores a maior incidéncia de AVC em
individuos do grupo A. Apesar de nesta série a maioria dos dadores pertencer ao grupo
0, em estudos anteriores neste centro verificou-se o grupo A como maioritario quando a
principal causa de morte € o0 AVC(2,20). Das variaveis estudadas e comparadas entre
0S grupos, estes foram estatisticamente semelhantes com a excecado da idade do dador.
Verificou-se uma idade média mais elevada nos dadores cujos recetores desenvolveram
ENA (p=0,033), tal como referido em estudos anteriores neste centro(4) e o descrito por
alguns autores que apresentam a idade do dador entre os 56 e 70 anos como um
possivel fator de risco para o desenvolvimento de EB(28). Nesta série as variaveis
estudadas dos recetores ndo encontraram diferengas significativas entre os grupos. Na
presente casuistica o valor de MELD-Na foi superior nos doentes que desenvolveram
ENA, porém sem significado estatistico. Ndo existe consenso na literatura relativamente
a influéncia do score MELD no desenvolvimento de EB. Alguns autores descreverem
que o MELD né&o influencia o desenvolvimento de EB(31), outros identificam-no como
fator de risco para EB(18,19,28).

Apesar de nado ser evidenciado significado estatistico, o TIF e o TIT foram
superiores nos doentes com ENA; a literatura identifica o0 aumento dos TIF e TIT como
fator de risco para EB(23). Também o aumento do TIQ é associado ao maior nimero de
complicacdes biliares, nomeadamente ENA(26). Neste estudo ndo se verificou esta
associacao.

A leséo por I/R do enxerto foi associada a uma maior incidéncia de ENA apds a
transplantacdo hepatica, estando este fendémeno relacionado com a maior
suscetibilidade dos colangidcitos a fenomenos isquémicos(3,5). No presente estudo nédo
se verificou a influéncia da lesé@o por I/R. Nao se detetaram diferencas significativas
relativamente a frequéncia de esteatose, contrariamente ao verificado em estudos
nestes centro(2). A esteatose pode contribuir para o desenvolvimento de ENA por limitar
a microcirculagdo local(29). Alguns autores descrevem que a esteatose nao influencia
o desenvolvimento de ENA(24). Para além disso, os figados esteatéticos estdo descritos
como mais lesados pela I/R, uma vez que libertam mais radicais livres de oxigénio,

promovendo uma maior inflamacéo e consequentemente dano mais severo(30).

A infecdo por CMV pode originar fendmenos de vasculite com formagéo de
microtrombos no PVB e deposicdo de imunocomplexos comprometendo a irrigacéo das
VB, com consequente lesdo de colangiécitos(l). Ndo se detetaram diferencas
significativas entre os grupos relativamente ao status CMV. Um estudo anterior com a

casuistica da UTHPA identificou a reativacao da infecéo por CMV e a primoinfecdo como
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mais frequente(20). A literatura descreve a primoinfecdo como mais deletéria para o
enxerto que a reativagao(3).

7

No figado normal, é expectdvel uma concentracdo de ferro inferior a
20umol/g(12) sendo que este ndo € histologicamente visivel sem a utilizacdo de
técnicas. Existindo um excesso de ferro, este deposita-se nos hepatocitos, nos
macrofagos sinusoidais e portais, nas células endoteliais e biliares. Pode classificar-se
esta acumulacao de ferro como parenquimatosa, mesenquimatosa ou mista de acordo
com o local onde predomina a acumulacdo(12). Tendo em conta o tipo de acumulacéo
e as lesdes hepdéticas associadas € possivel entender a etiologia da hemossiderose,
podendo esta dever-se a alteracbes genéticas, estados inflamatérios(32),
suplementacédo ou associada a casos com esteatose hepatica como sejam o alcoolismo
e o sindrome de resisténcia a insulina(12). A hemocromatose associada ao gene HFE
é, das formas hereditarias, a mais comum, sendo associada maioritariamente ao
polimorfismo C282Y, e em menor nimero ao polimorfismo H63D(33). Inicialmente, o
excesso de ferro encontra-se nos hepatocitos, estando distribuindo consoante um
gradiente decrescente da zona periportal para as zonas centrolobares. Porém com o
tempo a carga de ferro nos hepatécitos aumenta e ocorre necrose hepatocelular
periportal, havendo uma ativacdo macrofagica e consequente desenvolvimento de
fibrose e redistribui¢cdo do ferro(12). O controlo do metabolismo do ferro é influenciado
pela inflamag&o, uma vez que as citocinas pro-inflamatérias (nomeadamente IL-6 e IL-
22) alteram os niveis das proteinas que regulam a homeostase do ferro(32). Um estudo
anteriormente realizado com a casuistica da UTHPA avaliou a associacdo entre as
caracteristicas histolégicas das vias biliares de transplantes hepéaticos e o
desenvolvimento de ENA, tendo descrito a associacdo entre a inflamacéo da parede

ductal e o desenvolvimento da ENA(6).

A alteracdo da homeostase do ferro no organismo acarreta uma variedade de
condigbes patoldgicas, causadas pelo dano tecidular oxidativo resultante da
participacdo do ferro em reacgbes redox. Disto, pode resultar dano e alteracdes na

reparacdo do DNA e morte celular programada(32).

Estudos anteriores deste centro identificaram a hemossiderose do enxerto como
possivel fator de risco para o desenvolvimento de ENA(6,20). Como referido
anteriormente, nesta série, com enxertos com hemossiderose, obteve-se uma

incidéncia de ENA de quase o dobro da descrita neste centro. Ao estratificar a
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severidade da hemossiderose por grau e comparando com o desenvolvimento de ENA,
0s grupos foram idénticos.

Quando comparada a presenca e grau de hemossiderose entre as bidpsias pds
reperfusdo do enxerto e as bidpsias realizadas durante o periodo de follow-up, verifica-
se uma reducdo tanto da frequéncia como da severidade da hemossiderose. A
dificuldade de interpretacdo destes dados reside no facto de neste centro ndo existir um
protocolo para realizacéo de bidpsias no follow-up e serem os doentes transplantados
que apresentam alteracBes, nomeadamente de parametros analiticos, os que realizam
bibpsia hepatica no seguimento. Consideramos a hipotese desta redugdo da

hemossiderose ser devido ao uso de imunossupressao.

Quanto as vantagens deste estudo, trata-se de um estudo unicéntrico, com
equipas cirdrgicas homogéneas, em que as amostras foram analisadas por
anatomopatologistas experientes na area e em que 0s todos os diagnésticos de EB
foram revistos (imagens e relatérios) pelo mesmo cirurgido. Destaca-se também tratar-

se de um estudo original ndo descrito na literatura.

Quanto as limitacdes do estudo, podemos aferir que o tamanho da amostra pode
ter influenciado a obtencéo de significAncia estatistica das associa¢fes estudadas.

Dado que a incidéncia obtida de ENA é superior tanto a descrita na literatura
como a deste centro, € proposta a continua atualizacdo da base de dados e
desenvolvimento de estudos com maiores amostras no sentido de se obterem
resultados o mais replicaveis possivel.

Neste trabalho podemos concluir que a presenga de hemossiderose na bidpsia
do enxerto pos reperfusdo esta associada a uma maior incidéncia de ENA, sendo esta
uma variavel a considerar como possivel fator de risco no que é a etiologia multifatorial
das ENA. Assumimos a possibilidade de a imunossupressao influenciar o grau de
hemossiderose no enxerto no periodo pos transplante, podendo ser uma possivel causa
para a reducdo da sua frequéncia.

A associacdo entre a hemossiderose, status inflamatério e ENA poderd ainda
abrir portas a terapias moduladoras da inflamacdo, permitindo uma abordagem
terapéutica e preventiva em doentes de maior risco.

A identificacdo de fatores de risco preditivos para o desenvolvimento de ENA é
uma mais valia na detecao precoce e na gestdo dos doentes apos a transplantacao
hepética, podendo permitir um follow-up mais individualizado e rigoroso, diminuindo a

morbimortalidade associada as ENA, bem como os custos financeiros imputados a
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procedimentos de diagnostico e tratamento, internamentos e abstinéncia laboral, bem

como nha qualidade de vida dos doentes.
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Anexo | — Selecdo da amostra

Figura 1. Prisma para a sele¢cdo da amostra
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Anexo Il — Estatistica descritiva da amostra

Tabela 1. Descricdo das variaveis dos recetores.

Caracteristicas dos recetores

n(%) ou M(DP)

Sexo
Masculino
Feminino

Total

55 (82,1%)
12 (17,9%)
67 (100%)

Idade ao transplante (n=67)

55,24 (11,05)

Grupo sanguineo

0 29 (43,3%)
A 27 (40,3%)
B 9 (13,4%)
AB 2 (3%)
Total 67 (100%)
Fator Rh
+ 57 (85,1%)
- 10 (14,9%)
Total 67 (100%)
MELD (n=67) 18,66 (10,61)
MELD-Na (n=67) 21,40 (8,53)
Causa do transplante
Carcinoma hepatocelular 4 (6%)
Cirrose alcodlica 28 (41,9%)
Cirrose virusal 6 (9%)
Re-transplante 10 (14,9%)
Faléncia hepatica aguda 4 (6%)

Outras*

15 (22,4%)

Trombose da Veia Porta pre-op (n=67)

10 (14,9%)

* Carcinoma hilar(n=1), cirrose criptogénica(n=3), cirrose por hepatite auto-imune(n=1), colangite
esclerosante primaria(n=3), hiperoxaldria priméria tipo I(n=1), metastase de carcinoma colo-

retal(n=1), polineuropatia amiloidética familiar(n=3),

hemorragica hereditaria(n=1).

rejeicdo cronica(n=1), telangiectasia
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Tabela 2. Descricédo das variaveis dos dadores.

Caracteristicas dos dadores n(%) ou M(DP)
Sexo
Masculino 49 (73,1%)
Feminino 18 (26,9%)
Total 67 (100%)
Idade ao transplante (n=66) 57,94 (13,97)
Grupo sanguineo
0 34 (51,5%)
A 25 (37,9%)
B 6 (9,1%)
AB 1 (1,5%)
Total 66 (100%)
Sem informacgé&o disponivel n=1
Fator Rh
+ 57 (86,4%)
- 9 (13,6%)
Total 66 (100%)
Sem informacao disponivel n=1
Causa de morte (n=67)
TCE 17 (25,4%)
AVC isquémico 9 (13,4%)
AVC hemorragico 36 (53,7%)
Outros*/** 5 (7,5%)

AVC: acidente vascular cerebral TCE: traumatismo cranio-encefalico
*outros: Andxia(n=1), meningite(n=1), tumor benigno(n=2)

** Dador vivo, transplante sequencial (n=1)

33



Figura 2. Grau de hemossiderose do enxerto — exame histolégico da bidpsia p6s

reperfuséo.
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Tabela 3. Tempos de desenvolvimento de estenose.

n=8; 11,9%
n=1; 1,5%
| —
Moderada Severa

Semanas (Mdn P25-P75)

Estenose anastomotica (EA) (n=5)
Estenose ndo anastomaética (ENA) (n=17)
Total de estenoses biliares (n=22)

51,0 (22,5 — 80,5)
25,0 (16,0 — 48,0)
26,0 (17,5 - 51,0)

Tabela 4. Avaliagcdo da mortalidade.

N(%) ou Mdn (P25-75)

Obito
N&o
Sim
Total
Semanas transplante-o6bito (n=22)

44 (65,7%)
23 (34,3%)
67 (100%)

38,5 (9,5 — 38,5)
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Tabela 5. Comparacéo das caracteristicas pré-operatérias dos recetores com ENA

e sem estenoses biliares.

_ Sem estenose ENA p-value
EA (n=5) (n=30) (n=17)
Sexo p>0,990
Masculino 4 (80,0%) 24 (80,0%) 14 (82,4%)
Feminino 1 (20,0%) 6 (20,0%) 3 (17,6%)
Total 5 (100%) 30 (100%) 17 (100%)
Idade 57,80 54,13 (13,19) 55,29 p=0,750
(9,50) (9,16)
Grupo sanguineo p=0,961
0 3 (60,0%) 12 (40,0%) 7 (41,2%)
A 2 (40,0%) 13 (43,3%) 6 (35,3%)
B 0 (0%) 4 (13,3%) 3 (17,6%)
AB 0 (0%) 1 (3,3%) 1 (5,9%)
Total 5 (100%) 30 (100%) 17 (100%)
Fator Rh p>0,990
+ 3 (60,0%) 26 (86,7%) 15 (88,2%)
- 2 (40,0%) 4 (13,3%) 2 (11,8%)
Total 5 (100%) 30 (100%) 17 (100%)
Serologia IgG CMV p=0,322
Positivo 3 (100%) 7 (58,3%) 1 (33,3%)
Negativo 0 (0%) 5 (41,7%) 2 (66,7%)
Total 3 (100%) 12 (100%) 3 (100%)
Sem informagé&o n=3 n=18 n=12
MELD (n=67) 19,00 16,00 (6,19) 15,59 p=0,852
(7,84) (8,84)
MELD-Na (n=67) 21,80 18,43 (6,06) 21,88 p=0,128
(7,12) (9,19)
Tr<3mbose da Veia Porta 1 (20%) 2 (6,7%) 3(17,6%) p=0,434
pré-operatéria

EA: Estenose anastomética; ENA: Estenose ndo anastomotica; Ig: Imunoglobulina; MELD: do
inglés Model for end-stage liver disease; Na: sédio
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Anexo lll — Estatistica inferencial da amostra

Tabela 6. Compatibilidade entre dadores e recetores no Rh e sexo e associacdo com

estenose.
Dador Recetor n (%) | Sem estenose EA ENA Total
Rh (n=66)
+ + 49 3 12
(74,2%) 22 (59,5%) (8,1%) (32,4%) 37
- - 2 1 0
(3,0%) 1 (50,0%) (50,0%) (0,0%) 2
+ - 8 1 2
(12,1%) 3 (50,0%) (16,7%) (33,3%) 6
- + 7 0 3
(10,6%) 3 (50,0%) (0,0%) (50,0%) 6
Género
(n=67)
F F 6 1 1
(9,0%) 4 (66,7%) (16,7%) (16,7%) 6 (0)
M M 43 4 9
(64,2%) 19 (59,4%) (12,5%) (28,1%) 32 (11)
M F 12 0 5
(17,9%) 5 (50,0%) (0,0%) (50,0%) 10 (2)
F M 6 0 2
(9,0%) 2 (50,0%) (0,0%) (50,0%) 4 (2)

EA: Estenose anastomotica; ENA: Estenose ndo anastomoética; F: feminino; M: masculino
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