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RESUMO

A Atresia Biliar, principal causa de transplante hepatico em criancas, tem causa
obscura. Para avaliar a presenca de uma arteriopatia como causa da doenca
investigamos a expressdo do vascular endothelial growth factor A (VEGF A) em
figados de pacientes afetados. Amostras de figados de pacientes com Atresia Biliar
(n=21) e controles com outras causas de colestase neonatal (n=6) foram analisadas
por gRT-PCR para quantificar a expressdo do VEGF A. As amostras foram marcadas
por imunoistoquimica com anti-CK7 e analisadas por morfometria quanto a
percentagem de citoqueratina 7(PCK7), que define a extenséo da proliferacédo biliar.
N&o houve diferenca da expressdo do VEGF A entre o grupo com Atresia Biliar e os
controles (P=0,199). Nao houve diferenca na expressédo do VEGF A em pacientes com
Atresia biliar com mais ou menos 60 (P=0,881),70 (P=0,128) ou 90 dias (P=0,801) de
vida no momento da Portoenterostomia. Os pacientes com PCK7 maior que 10,18%
tiveram um menor valor de expressdao de VEGF A quando comparados com o0s
pacientes com um PCK7 menor que este valor (P=0,044). A variavel que distinguiu os
subgrupos de Atresia biliar ndo foi a idade por ocasido da Portoenterostomia, mas sim
a extensdo da proliferacdo biliar. A diminuicdo da expressdo do VEGF A em figados
diminui em quadros de obstrucdo mecanica ao fluxo biliar e obstrucéo ao fluxo arterial
associados. Nossos dados sugerem que na AB, haja um componente isquémico
atuando nas estruturas biliares, que se torna evidente nos pacientes com maior

extensdo da proliferacao biliar.

Palavras-chave: Atresia Biliar; arteriopatia; VEGF A; colestase neonatal.



Abstract

Biliary atresia, the main indication for pediatric liver transplantation, has an elusive
etiology. We investigated the expression of VEGF A in order to evaluate the putative
role of an arteriopathy as an etiologic factor in Biliary Atresia. Tissue samples from
patients with biliary atresia (n=21) and controls with other causes of neonatal
cholestasis (n=6) were analyzed through qRT-PCR to assess VEGF A expression.
They were also stained with anti-CK7 by immunohistochemistry to evaluate through
morphometry the percentage of CK7 (PCK7), which indicates the extent of biliary
proliferation. Our results showed no difference between VEGF A expression between
patients with biliary Atresia and controls (P=0,199); no differences in VEGF A
expression between patients with biliary atresia with age groups higher and lower than
60 (P=0,881), 70 (P=0,128) and 90 days (P=0,801) of life at portoenterostomy. Patients
with Biliary Atresia presenting PCK7 higher than 10.18% showed a lower VEGF A than
those patients with a lower PCK7 (P=0,044). The variable that differentiated subgroups
regarding VEGF A expression among patients with biliary Atresia was not age, but the
extent of biliary proliferation. A decreased VEGF A expression in liver occurs in
pictures of obstruction for both bile and arterial blood flows obtained by mechanical
obstruction of bile ducts associated with hepatic arterial ligation. Our data suggest that
in biliary Atresia the biliary structures are affected by an ischemic process, which

becomes evident in patients with a greater extent of biliary proliferation.

Palavras-chave: biliary Atresia; arteriopathy; VEGF A; neonatal cholestasis.



INTRODUCAO

Colestase neonatal consiste em distarbio do sistema hepatobiliar de um bebé
nos primeiros meses de vida, caracterizada por bloqueio ao fluxo biliar. Caracteriza-se
por ictericia, coluria e graus variados de hipocolia até acolia. Do ponto-de-vista
laboratorial observa-se aumento da dosagem sérica de bilirrubina de reacéo direta (1)
e do histopatolégico, a presenca de pigmento biliar em hepatocitos e canaliculos
biliares. Pode decorrer de diversas causas, anatdmicas ou funcionais, extra- ou intra-
hepéticas. Entre elas, as mais frequentes sdo a Atresia Biliar (AB) (2,3), doenca
obstrutiva extra-hepatica, e a hepatite neonatal idiopatica, disturbio de localizacédo
intra-hepatica, seguidas de doengas metabdlicas como Deficiéncia de a-1 antitripsina
e infecgdes.

A AB, obliteracdo completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-
hepaticas (4), inicia exclusivamente na infancia e é responséavel pela maior parte dos
transplantes hepaticos em criancas. E uma doenca relativamente rara, com maior
incidéncia em paises asiaticos, onde a taxa pode chegar a 3,07 para cada 10.000
nascidos vivos (5). Se nao tratada a tempo, por meio da desobstrucao ao fluxo biliar
através da Portoenterostomia, leva a morte ou a necessidade de transplante hepatico.
A Portoenterostomia deve ser realizada preferencialmente nos primeiros dois meses
de vida (6) e a idade por ocasido do procedimento afeta o progndéstico pds-cirdrgico.
Outros fatores estdo associados ao progndstico pés-operatdrio, como extensdo da
proliferacdo biliar observada na biopsia por ocasido da Portoenterostomia (7).
Contudo, mesmo ocorrendo desobstrucdo eficaz das vias biliares, a destruicdo
progressiva das vias biliares intra-hepaticas se mantém, associando-se a fibrogénese
e, posteriormente, cirrose (8). A AB inicialmente é caracterizada por um quadro
histopatoldgico de proliferacéo biliar, mas ao longo do processo, ocorre rarefacéo biliar

sem que até o momento se tenha a explicacdo para o processo (9,10).



A colangiopatia progressiva da AB parece ter etiologia multifatorial (11). Em
2005, nosso grupo realizou um estudo (12) que demonstrou a existéncia de uma
arteriopatia relacionada a AB. Em conjunto com o Departamento de Pediatria do
Cincinnati Children’s Hospital Medical Center (Ohio, Estados Unidos), analisamos a
expressao do transcriptoma, usando o método de Microarray, de uma série de 48
moléculas associadas com angiogénese em pacientes com AB, buscando identificar
quais fatores poderiam estar relacionados as alteracdes arteriais nestes pacientes.
Nesta avaliacdo, observou-se sobre-expressao do vascular endothelial growth factor A

(VEGF A), o mais importante fator de crescimento angiogénico.

Com base nos dados apresentados, os objetivos deste trabalho foram avaliar a
expressao do VEGF A em figados de pacientes com Atresia Biliar, comparando esta
expressao com a observada em figados de pacientes com outras causas de colestase
neonatal (OCN) e avaliar a associacdo da expressdo do VEGF A com a proliferacéo

biliar através da percentagem de citoqueratina 7 (PCK7) nos pacientes com AB.
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MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas amostras de figados (n=21) de pacientes com Atresia Biliar,
sendo 7 do sexo masculino e 14 do sexo feminino. No grupo controle, foram avaliadas
amostras de figados (n=6) de pacientes com outras causas de colestase neonatal.
Esse grupo era composto por 3 casos de deficiéncia de a-1 antitripina, 2 hepatites
neonatais, e uma colestase ideopatica. Dos 6 pacientes, 5 eram do sexo masculino e 1
do sexo feminino. A idade dos pacientes com AB variou entre 50 e 109 dias de vida
[(mediana 65) (média 72)] dias de vida. Ja a idade dos pacientes do grupo controle
variou entre 34 e 80 [(mediana 63) (média 59)] dias de vida. Nao houve diferenca

estatistica entre a idade dos grupos estudados (P=0,559).

A coleta foi realizada por meio de bidpsia em cunha no momento da
laparotomia exploratéria, cirurgia a qual todos os pacientes foram submetidos. Os
procedimentos foram realizados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de
dezembro de 2006 a marco de 2010. As amostras foram colocadas em tubos ja
identificados, contendo 1 mL de RNA holder (BioAgency, Brasil) e, a seguir,
armazenadas em freezer a -80°C para posterior andlise. Todos os responsaveis legais
dos pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 2).
O projeto foi aprovado pelo comité de Etica do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacio

do HCPA (n° 07-479).
Extracdo do RNA

Para a extracdo de RNA das amostras de figado previamente ultracongeladas
foi utilizado o reagente Brazol (LGC Biotecnologia, Brasil). O material histoldgico foi
descongelado e cerca de 50 mg de figado foi utilizado para analise. O restante do
material voltou a ser congelado. O material foi colocado em um homogeneizador de
vidro juntamente com 1mL de Brazol. Foi feita a maceragdo completa do material, até

ndo haver amostra visivel (solugdo limpida). Todas as etapas do processo foram
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realizadas com temperatura proxima a 4°C. Ap0s homogeneizagdo completa, a
solucdo foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL j& contendo 166,66 pL de
cloroférmio gelado. O tubo foi levado ao agitador do tipo vortéx por cerca de 2 minutos.
O material foi centrifugado a 12.000xg a 4°C por 15 minutos. A seguir, foi retirado o
sobrenadante, o qual foi transferido para um tubo eppendorf j& contendo 1mL de
isopropanol gelado. Foi repetida a etapa no agitador vértex. A amostra foi novamente
centrifugada nas mesmas condicdes anteriores, porém por 20 min. O sobrenadante foi

retirado, e o precipitado foi dissolvido com 30 pL de agua livre de RNAse.

Quantificacdo do RNA

A quantificacdo de RNA foi realizada no aparelho NanoDrop 1000
Spectrophotometer, (Thermo Scientific Unisciense, EUA). Foi utilizado 1 pL de amostra
para a quantificacdo que foi expressa em ng de RNA/UL de solugdo. A amostra foi
verificada em gel de agarose 1,5% para observar se ndo houve degradacdo do

material.

cDNA (complementary DNA)

Foi utilizado o kit cDNA Superscript Il RT (Invitrogen, Carlsbad, CA). Em um
tubo de 0,2 mL foi pipetado 1 pL de oligo(DT), 1 uL de DNTP 10mmol, RNA
(quantidade varia conforme concentracdo) e g.s.p. de 4gua de injecéo para um volume
final de 12 pL.O tubo foi levado ao termociclador a 65°C por 5 minutos. Apds
resfriamento rapido do tubo, foi pipetado 4 yL de 5x first stand buffer, 2 uL de DTT
0,1M e 1 yL de RNAse out. Novamente a amostra foi levada ao termociclador a 42°C
por 2 minutos. Adicionou-se 1 uL de superscript Il e entdo o tubo foi incubado no

termociclador a 42 °C por 50 minutos e a 70°C por 15 minutos.
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gRT-PCR (reac&o em cadeia da polimerase em tempo real)

Foi utilizado o kit SYBR GreenER SuperMix Universal (Invitrogen, Carlsbad,
CA). O procedimento foi realizado conforme protocolo do kit. Foram utilizados primers
para VEGF A e para padréo interno, GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase). As sequéncias dos primers encontram-se na tabela 1. A reacgéo foi
composta pelas seguintes etapas:1 ciclo de 2 minutos a 50°C, 1 ciclo de 10 minutos a
95°C e 40 ciclos na seguinte sequéncia: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 52°C e 1
minuto a 60°C. O ultimo ciclo foi de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C, 15
segundos a 95°C e 15 segundos a 60°C. As amostras foram analisadas em
guadruplicatas com um volume final do PCR de 12 pL. Foi utilizado o termociclador

Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Foster City, Calif., USA).

Avaliacdo do PCKY

As amostras para analise da expressao imuno-histoquimica foram coletadas da
mesma maneira, através da laparotomia exploratéria. As amostras examinadas foram
fixadas com formalina e embebidas com parafina. Cortes com cinco micrébmetros de
espessura foram obtidos e submetidos a imunoistoquimica para marcacdo de anti-
citogueratina 7 (CK7, DAKO A / S, Glostrup, Denmark; 1:100). A anti-citoqueratina 7
(CK7), marcador do epitélio biliar, foi usado para delinear estruturas biliares, a fim de
avaliar o percentual de positividade de CK7 (PCK7). A imunomarcacao foi amplificada
usando o complexo avidina-biotina peroxidase. Como anticorpo secundario foi usado
um reagente multiespecifico (EasyPath; Erviegas Ltd, Sao Paulo, Brasil). A
imunoistoquimica foi realizada conforme método descrito anteriormente (22). Analise
morfométrica de imagens foi utilizada para a avaliagdo de PCK7. De cada lamina, 10
imagens foram selecionadas aleatoriamente em areas de positividade pra PCK7 sendo
capturadas (campos de ampliacdo, 200x) e salvas no formato TIFF para posterior

andlise. A tensdo de lampada halégena foi mantida constante através da estabilizacéo
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adequada. As imagens foram analisadas quantitativamente. As medidas
morfométricas foram realizadas utilizando o programa de computador Adobe
Photoshop CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA, USA). Para cada
paciente, os valores obtidos em cada medicao PCK7 foram registrados e a média de
cada caso, calculada. O avaliador responséavel pela morfometria desconhecia os
dados clinicos dos pacientes. A avaliacdo foi feita de acordo com Santos et al.
(2009)(7), expressando a extensdo de proliferacdo biliar nas biopsias. Resumindo,
todas as imagens exibidas no monitor foram ajustadas para o0 mesmo treshold e, nas
regidbes que continham estruturas CK7 positivas, a area de positividade foi medida em
pixels. O PCK7 em cada imagem foi entdo calculado pela razado entre a area CK7-
positiva e a quantidade total de pixels por imagem. O limiar de PCK7 utilizado foi de

10,18% conforme descrito por Santos et al, 2009 (7).

Modelo matematico e Analise estatistica

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada utilizando o método 224,

Para cada amostra, o valor do ACt foi obtido subtraindo o valor de Ct do GAPDH do

valor do Ct do VEGF A (13).

Os dados foram armazenados em planilhas utilizando o programa EXCEL
versao 2007. Os dados foram expressos em mediana (maximo e minimo). Para a
comparacao da expressdo do mRNA do VEGF A nos diferentes grupos estudados, foi
utilizado teste U de Mann-Whitney. Para a correlacdo entre VEGF A e PCK7 foi
utilizada a correlagdo ndo paramétrica Spearman's rho. Para andlise estatistica foi

utilizado o programa SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS

Foram avaliadas amostras de figados de 27 pacientes que foram submetidos a
laparotomia exploratoria no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre os anos de
2006 e 2010. Destes 27 pacientes, 21 tinham Atresia Biliar e 6 apresentavam outras
causas de colestase neonatal. No momento da Portoenterostomia, a media da idade
dos pacientes do grupo com Atresia Biliar foi de 72 (50;109) dias de vida e a média da
idade dos pacientes do grupo controle foi de 59 (34;80) dias de vida. Ndo houve

diferenca estatistica entre a idade dos grupos estudados (P=0,559).

A Tabela 2 apresenta a expressdo do VEGF A nos diferentes grupos
estudados. A expressao relativa do mRNA em figados de pacientes com AB nao
apresentou diferenca se comparada com a expressao em figados de pacientes com
OCN (P=0,199). Para observarmos se essa falta de diferenca foi devida a
heterogeneidade intrinseca do grupo controle, foi comparada a expresséo do grupo AB
com a de um subgrupo de pacientes dentro das OCN que apresentavam
especificamente deficiéncia de a-1 antitripsina (n=3), porém também ndo houve

diferenca significativa entre estes grupos (P=0,176).

Buscou-se, entdo avaliar se os fatores progndsticos relacionados a AB
afetaram a expressédo do VEGF A neste grupo de pacientes. Inicialmente avaliou-se a
idade por ocasidao da Portoenterostomia com ponto de corte de 60 dias de vida, sem
detectar-se diferenca entre os grupos com menos de 60 dias e aqueles com 61 ou
mais dia de vida (P=0,881). O emprego de outro ponto de corte, 70 dias de vida,
também néo definiu diferencas entre os pacientes com AB em relacdo a expressao do
VEGF A (P=0,128). Foi utilizado o ponto de corte de 90 dias de vida para avaliacdo da

expressdo do VEGF A que também néo apresentou diferenca (P=0,801).

Utilizamos a percentagem de citoqueratina 7 (PCK7) para relacionar com a

expressao do VEGF A nos pacientes com Atresia Biliar. Os pacientes foram
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classificados de acordo com o limiar de 10,18% em dois grupos: um com menos de
10,18% (n=6) e outro com mais de 10,18% (n=11). Quatro pacientes do presente
estudo ndo entraram nessa analise pois ndo obtivemos material para a imuno-
histoquimica. Houve diferenca da expressdo nesses grupos, sendo que 0 grupo com
maior PCK7 apresentou menor expressdo do VEGF A (P=0,044). Comparamos 0
grupo que apresentou menor PCK7 com o grupo de pacientes com outras causas de
colestase neonatal (n=6). Houve maior expressdo do VEGF A no primeiro grupo

(P=0,070).

A Tabela 3 apresenta a comparac¢ao da idade dos pacientes dos subgrupos da
Atresia Biliar em relacéo a percentagem de citoqueratina 7. Os pacientes com menor
PCK7 (n=6) tem idade menor se comparados com 0s pacientes com maior PCK7
(n=11) (P=0,078). A correlagdo entre os valores da expressédo do VEGF A e os valores
de PCKY7 encontrada foi negativa moderada (r=-0,55;P=0,021). Na figura 1 podemos
observar dois padrdes de expressao de PCK7 em relacao ao limiar de 10,18%. Em 1la:
PCK7=6,07%; expressdao VEGF A=5,193. Em 1bh: PCK7=18,13%; expressdo de VEGF

A=0,369.
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DISCUSSAO

Independente da desobstrugdo mecéanica ao fluxo biliar permanece na Atresia
Biliar uma colangiopatia destrutiva, progressiva, de etiologia obscura (11). Entre os
diversos mecanismos propostos, a existéncia de uma arteriopatia (12),
comprometendo inclusive a rede de vasos que nutre de sangue os ductos biliares, o
plexo vascular peribiliar (PVP), tem sido considerada. Um distdrbio deste tipo poderia
levar a isquemia progressiva da arvore biliar, explicando porque, apés um estagio
inicial de proliferacdo biliar, os pacientes afetados vém a apresentar rarefacdo de
ductos (9,10). A possivel existéncia dessa arteriopatia (12) comprometendo as
estruturas biliares, nos levou a estudar a expressao de moléculas relacionadas com a
angiogénese. Entre os fatores angiogénicos que estudamos incluiu-se o VEGF A, o
gual é o principal regulador da angiogénese. Ele promove o crescimento endotelial em
artérias e veias; responsabiliza-se pela manutencdo da sobrevivéncia dos
endoteliocitos, prevenindo sua apoptose; aumenta a permeabilidade vascular,
indispensavel para a angiogénese; estimula o recrutamento de células inflamatérias e
a expressao de proteases implicadas na degradacdo da matriz extracelular durante a
angiogénese (14). Durante o desenvolvimento embrionario, o VEGF A é o principal
estimulador da migracdo dos brotamentos capilares que originam a rede vascular.
Além da angiogénese fisioldgica, 0 VEGF A atua na angiogénese patolégica, como na
neovascularizacdo tumoral, cicatrizacdo e artrite reumatéide (15-17). O VEGF A é o
principal fator angiogénico induzido por hip6xia, sendo, nesse caso, o HIF-1 o
mediador das respostas hipoxémicas (18). Além da hipdxia, hipoglicemia e acidose

sobrerregulam a expressao do VEGF.

A evolucdo pos-cirurgica da Portoenterostomia ndo é homogénea nos
pacientes com Atresia biliar e alguns fatores tém sido associados ao progndéstico pés-
operatorio, entre eles a idade [6] e a extensdo da proliferacéo biliar (7) observada na

biépsia hepatica, ambos por ocasido da Portoenterostomia. A extensdo da proliferagédo
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biliar foi analisada por nosso grupo através de analise morfométrica da percentagem
de citoqueratina 7 (PCK7), um marcador de estruturas biliares, na bidpsia, e um valor
de PCK?7 igual ou maior a 10,18 foi capaz de classificar o prognéstico dos pacientes
em termos de 6bito ou necessidade de transplante hepéatico no primeiro ano pos-
cirtrgico(7). Na maioria dos estudos (19,6) observou-se que a idade ideal para um
bom prognéstico varia entre 45 e 60 dias de vida, sendo que alguns autores
empregaram 71 dias como limiar de inferéncia prognoéstica (20). A influéncia da idade,
porém, ndo € um fenémeno linear (21), parecendo sofrer influéncia de outras variaveis,
como a extensdo da proliferacéo biliar (7), a extensédo da fibrose (22), a presenca de
malformacdes extra-hepaticas associadas e/ou de cistos extra-hepaticos (23).
Cirurgias realizadas ap6s 90 dias de vida, porém, tem claramente pior progndstico

(24).

No presente estudo, ndo observamos diferenca na comparacdo da expressao
do VEGF A entre a amostra total de pacientes com AB e o0s pacientes com outras
causas de colestase neonatal (P=0,199). Isto poderia se dever a auséncia real de
diferencas, ou a heterogeneidades inerentes aos dois grupos. Ao selecionarmos um
grupo de controles especifico, no caso pacientes com deficiéncia de alfa-1 AT, o que
diminuiria a heterogeneidade dos controles, manteve-se a auséncia de diferenca

(P=0,176).

Buscamos, a seguir, segregar subgrupos dentro da amostra de AB, com base
nos estudos que avaliam progndstico, visando analisar se esses fatores influenciariam
a expressado de VEGF A. A primeira analise considerou a idade limite de 60 dias como
critério de selecdo, sem observar-se diferenca entre o subgrupo de AB com mais de
60 dias de vida e aquele outro com menos (P=0,881). Também a utilizacdo do limiar
de 70 dias de vida ndo foi capaz de demonstrar diferencas na expressao do VEGF A
(P=0,128). Nem mesmo a idade maior que 90 dias determinou diferentes expressées

do VEGF A entre os pacientes com AB (P=0,801).
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Porém, ao dividirmos a amostra dos pacientes com AB em relacdo ao limiar
prognostico de PCK7 utilizado em nosso estudo anterior (PCK7=10,18), observamos a
segregacao de dois subgrupos dentro da amostra de AB: pacientes com PCK7 maior
gue o limiar apresentaram menor expressao de VEGF A que os pacientes com menor
PCK7 (P=0.044). Houve correlacdo negativa moderada entre os valores do 24" de

expressédo do VEGF A e os valores do PCK7 (r=0,55; P=0,021).

Desta forma, a variavel que distinguiu os subgrupos de Atresia biliar ndo foi a
idade por ocasido da Portoenterostomia, mas sim a extensdo da proliferagdo biliar,
havendo menor expressdo do VEGF no grupo com maior porcentagem de PCK?7.
Gaudio et al (25) em 2006 avaliaram por analise morfométria e gRT-PCR, a expressao
do VEGF A em ratos submetidos a ligadura de ducto biliar(LDB).Nesse modelo de
ligadura tem-se aumento da expressdo do VEGF A. Porém, num modelo de dupla
ligadura, ou seja, ligadura de ducto biliar mais ligadura arterial hepatica (LHA),
realizado por este mesmo grupo (26), demonstrou diminuicdo da expressao do VEGF
A e desaparecimento do PVP. A adicdo de VEGF A recombinante ao modelo de dupla
ligadura, previniu o desaparecimento do PVP, prevenindo o agravamento da leséo
biliar devido a isquemia. Nossos dados sugerem que na AB, ha um componente
isquémico atuando nas estruturas biliares, que se torna evidente nos pacientes com
maior extensdo da proliferacdo biliar, semelhante a um modelo de LDB associada a

LAH, que causa diminuicao da expressédo do VEGF A no tecido hepético.

Ao selecionarmos o grupo com menor PCK7 e compararmos com as outras
causas de colestase neonatal, observamos uma tendéncia a maior expressao do
VEGF A no primeiro grupo (P=0.070), sugerindo que, neste caso, a obstrucao
mecénica biliar seja o fenbmeno preponderante. Observamos que a idade do grupo
com menor PCK7 tendeu a ser menor que a do grupo com maior PCK7 (mediana de
59 dias, em comparacdo com mediana de 84 dias, P=0,078). O primeiro grupo

aproximou-se da faixa etaria de 60 dias e o segundo, a faixa de 90 dias. E possivel
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que na Atresia Biliar a alteracdo dos ramos arteriais hepaticos seja progressiva,
associada a um disturbio imunoldégico, e que o quadro isquémico biliar venha a surgir

mais tardiamente.

Novos estudos devem ser realizados para melhor esclarecer os achados do
presente estudo, tais como a expressado dos receptores do VEGF e do marcador de
hipoxia tecidual, HIF-1. Atualmente nosso grupo esta envolvido na quantificacdo

desses marcadores por gRT-PCR em pacientes com Atresia Biliar.
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Tabela 1: Primers utilizados no gRT PCR, de 5 para 3.

Gene Sequéncia

Forward: CCAATCGAGACCCTGGTT
VEGF A

Reverse: CACACAGGATGGCTTGAAGA

Forward: CCCATCACCATCTTCCAGG
GAPDH
Reverse: GAGATGATGACCCTTTTGGC

Abreviaturas: VEGF A, Vascular Endothelial Growth Factor; GAPDH, Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase.



Tabela 2: Comparacéo da expressédo do VEGF A por PCR quantitativo entre 0s grupos
estudados

Grupos 2hact P

mediana (minimo;maximo)

Atresia Biliar (n=21) 1,780(0,264,5,193)

0,199
Colestase Neonatal (n=6) 1,162(0,298;2,306)
Atresia Biliar (n=21) 2,389(0,354;6,969)

0,176
Deficiéncia a-1 antripsina (n=3) 1,201(0,400;2,090)
AB (POE<60 dias) (n=7) 1,519(0,171;3,360)

0,881
AB (POE261 dias) (n=14) 1,116(0,239;2,677)
AB (POE<70 dias) (n=13) 2,049(0,231;4,533)

0,128
AB (POE271 dias) (n=8) 0,966(0,322;3,255)
AB (POE<90 dias) (n=14) 1,188(0,219;2,789)

0,801
AB (POE291 dias) (n=3) 0,739(0,599;0,660)
PCK7<10,18 (n=6) 0,469(0,137;1,397) 0,044
PCK7>10,18 (n=11) 1,215(0,211;2,689)
AB com PCK7<10,18 (n=6) 2,347(0,407;5,193)

0,070
Colestase Neonatal (n=6) 1,162(0,298;2,307)

Abreviaturas: VEGF A,Vascular Endothelial Growth Factor; AB, Atresia Biliar; POE,
portoenterostomia; PCK7,percentagem de citoqueratina 7.
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Tabela 3: Comparacdo da idade dos subgrupos de AB em relacdo a quantidade
de PCK7

Grupos Idade P

mediana (minimo;méximo)

AB com PCK7<10,18 (n=6) 59(50,93)
0,078
AB com PCK7>10,18 (n=11) 84,5(52;109)

Abreviaturas: AB, Atresia Biliar; PCK7, percentagem de citoqueratina 7.

Método Estatistico: Mann-Whitney.
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Figura 1- Estruturas biliares de pacientes com Atresia biliar marcadas com
citoqueratina 7.Em la: PCK7=6,07%; em 1b: PCK7= 18,13%.Imuno-histoquimica;
200X.
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