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RESUMO

A atresia biliar (AB) é uma colangiopatia de etiologia indeterminada que leva a
necessidade de transplante hepéatico, mesmo com a realizacdo da Portoenterostomia em
tempo habil. O espessamento da camada média da artéria hepéatica sugere o
envolvimento de um distarbio angiogénico. Este estudo objetivou avaliar a expressdo
imunoistoquimica do VEGF A e seus receptores nas estruturas hepatobiliares de
pacientes com AB.

Nos avaliamos, por método semiquantitativo, a positividade do VEGF A, VEGFR1 e
VEGFR2 em biopsia de figados obtidas por ocasido da Portoenterostomia de criancas
com AB (n=52),com (n=14) e sem (n=38) malformacdo extra-hepaticas. Seviram como
controles, pacientes com colestase intra-hepatica (CI)\ (n=7). A positividade do VEGFA
foi também avaliada em explantes (n=33) e porta hepatis (n=16) de pacientes com AB.
Avaliamos morfometricamente as variaveis positividade de CK7 (PCK7) em biopsia de
pacientes com AB e a relacdo espessura da camada media arterial/ diametro luminal
(REMD) em ramos da arteria hepatica de pacientes com AB e de pacientes com CI.
NOs encontramos que a positividade do VEGF A foi maior em pacientes com AB por
ocasido da Portoenterostomia (p=0, 006) que nos outros grupos, enquanto que nos
explantes, a positividade de VEGF A foi maior no parénquima (P<0.001). A
positividade do VEGFR2 em ducto biliares e hepatdcitos foi menor em pacientes com
AB que nos casos de ClI (P=0.023 e P=0.011, respectivamente). Maior positividade de
CK7 ocorreu em pacientes com artérias e estruturas biliares positivas para VEGF A
(P<0.001 e P=0.040, respectivamente). Nos pacientes com AB por ocasido da
Portoenterostomia a positividade do VEGF A em estruturas biliares, artérias e
hepatocitos  correlacionou-se com PCK7 (P=0.031, P=0.031 e P=0.032,
respectivamente). O VEGF A foi expresso no porta hepatis de pacientes com AB em
artérias e em ductos biliares, principalmente nos pacientes sem malformacdes extra-
hepaticas (P=0.013). A positividade do VEGF A associou-se com a maior REMD
(P=0.016 e P=0.044, respectivamente). Nossos achados sugerem que a colangiopatia
isquémica, agravada pela proliferacdo biliar, ocorre na AB por ocasido da
Portoenterostomia, comecando no porta hepatis. O espessamento da camada media
arterial esta associada a expressdo do VEGF A.

PALAVRAS CHAVES: Atresia biliar; porta hepatis; imunoistoquimica; VEGF A,
VEGFR-2; hipdxia; camada media arterial; proliferacéo biliar; colangiopatia isquémica




ABSTRACT

In Biliary atresia (BA) a cholangiopathy of elusive etiology leads to the need of liver
transplantation regardless of timely performance of Portoenterostomy; hepatic arterial
medial thickening suggests involvement of a disturbed angiogenesis. This study aimed
to evaluate the immunohistochemical expression of VEGF A and its receptors in
hepatobiliary structures in BA. We semiquantitatively analyzed the positivity rate of
VEGF A, VEGF-R1 and -R2 in liver biopsies obtained at Portoenterostomy from
infants with BA (n=52), with (n=14) and without (n=38) extrahepatic malformations.
Controls were infants with intrahepatic cholestasis (IC, n=7). VEGF A positivity was
also evaluated in explants (n=33) and at porta hepatis (n=16) from patients with BA.
We morphometrically assessed the variables percentage of CK-7 positivity (PCK7) in
biopsies from patients with BA, and the ratio medial layer thickness/luminal diameter
(RMED) in hepatic arterial branches from infants with BA and IC. We found that
arterial VEGF A positivity was higher in patients with BA at the time of
Portoenterostomy (P=0.006) than in other groups, while explants’parenchyma presented
the highest VEGF A positivity (P<0.001). Biliary and hepatocytic VEGFR2 positivity
was lower in BA than IC (P=0.023 and P=0.011, respectively). Higher PCK7 occurred
in arterial and biliary VEGF A-positive patients (P<0.001 and P=0.040, respectively).
Biliary, arterial and hepatocytic VEGF A positivity in BA at Portoenterostomy was
correlated with PCK7 (P=0.031, P=0.031 and P=0.032, respectively). VEGF A was
expressed at porta hepatis from BA patients in arteries, and, in bile ducts mainly in
patients without extrahepatic malformations (P=0.013). Biliary and arterial VEGF A
positivity was associated with higher RMED (P=0.016 and P=0.044, respectively). Our
findings suggest that an ischemic cholangiopathy, aggravated by biliary proliferation,
exists in BA at the time of Portoenterostomy, beginning at porta hepatis. Medial layer
thickening is associated with VEGF A expression.

KEY WORDS: Biliary atresia; liver; porta hepatis; immunohistochemistry; VEGF A,
VEGFR-2; hypoxia; medial layer thickening; biliary proliferation; ischemic
cholangiopathy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Microanatomia hepatica

A compreensdo dos processos patoldgicos hepaticos exige conhecimentos sobre
os aspectos histologicos e funcionais do figado. A andlise histoldgica hepatica, ao
utilizar microscopia Otica, possibilita uma avaliagdo bidimensional da microestrutura
deste orgdao. O “lobulo hepatico”, durante muito tempo considerado como unidade
estrutural basica, foi primeiramente descrito J. J. Wepfer em porcos no ano de 1664. O
“lobulo hepatico” pode ser classificado em: 1) “lobulo da veia central”, de forma
hexagonal e com tratos portais em seus angulos, ou 2) “lobulo da veia porta”, hexagono
no qual a area periportal constitui o centro axial do l6bulo, enquanto as veias
centrolobulares circundantes constituem os pontos limitantes (Kuntz E, Kuntz H, 2006).
Em 1954, Rappaport desenvolveu uma abordagem tridimensional da microanatomia
hepéatica, propondo o conceito de “4cino hepatico”, o qual consiste em uma massa
parenquimatosa, irregular em forma e tamanho, arranjada em torno de um eixo formado
por ramos de arteriola hepatica terminal, vénula porta, ducto biliar, vasos linfaticos e
nervos que se ramificam juntos a partir de espaco-porta. Atualmente, porém, o conceito
acinar de Rappaport tem sido posto em discussao, propondo-se ser mais adequada a
divisdo do tecido hepatico em termos de subunidades microvasculares hepaticas
(McCUSKEY, 1994), definindo-se a importancia da vasculatura na fisiologia e na

fisiopatologia hepatica que sera ressaltada adiante.
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Figura-1 - Representacdo esquematica do I6bulo hepatico

1.1.1. Anatomia vascular hepética

Os fatores reguladores do fluxo sanguineo através das subunidades
microvasculares hepaticas e sua relacdo com a estrutura e a funcéo do figado ainda nédo
estdo totalmente esclarecidos. A distribuicdo hepética das terminagdes arteriais tem sido
lentamente desvendada, demonstrando a complexidade da microvasculatura hepatica,
cujo desarranjo deve integrar a fisiopatologia de diversas hepatopatias. TAKASAKI e
HANO (2001) observaram que a artéria hepatica se divide em dois ramos: o ramo axial
e, derivado dele, o peribiliar. Esses dois sistemas interconectam-se por raras
anastomoses. Segundo o0s autores, 0 primeiro ramo contribui com sangue arterial para a
nutricdo do parénquima hepatico, e o segundo forma as camadas do plexo vascular
peribiliar (PVP) em torno dos ductos biliares. S0 o0s ramos arteriais axiais que
acompanham os ramos da veia porta e o0s ductos biliares intra-hepaticos, estruturando o

acino. Grupos de hepatdcitos reinem-se em torno da triade porta. A entrada do fluxo
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sanguineo ocorre invariavelmente na regido periportal e a saida, na periferia acinar,
produzindo gradientes de oxigénio e de substancias absorvidas ou excretadas em

diferentes regides do acino.

Cerca de 20% a 33% do fluxo sanguineo que aporta ao figado provém da artéria
hepética. Ela costuma surgir do segundo ramo da artéria celiaca ou brotar como dois ou
trés ramos das artérias mesentérica superior, gastroduodenal, gastrica, ou mesmo da
aorta. Ramos da artéria gastroduodenal irrigam os ductos biliares extra-hepaticos e
anastomosam-se com a artéria hepética no porta hepatis (CHO e LUNDERQUIST,
1983). A artéria hepatica cruza anteriormente a veia porta em 91% dos individuos e
localiza-se a esquerda e posteriormente ao ducto biliar em 64% dos casos. Divide-se em
artérias hepaticas direita e esquerda para suprir 0os lobos hepaticos correspondentes.
Junto a veia porta, penetra no figado na regido do porta hepatis e, incluida pela bainha
de Glisson, forma no parénguima uma extensa arborizacdo de vasos com calibre

progressivamente decrescente e termina na margem dos l6bulos hepaticos.
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Figura- 2 - Representacdo da microcirculagéo hepatica
(Fonte: www.mc.vanderbilt.edu/histology/labmanual2002)

1.1.2 Subunidades microvasculares hepaticas

As consideracdes formuladas nesta secdo basearam-se, fundamentalmente, nos
textos de revisdo de LAUTT e GREENWAY, 1987; McCUSKEY, 1994; WANLESS,

1998; EKATAKSIN e KANEDA, 1999; EKATAKSIN, 2000; TAKASAKI e HANO,

2001, ndo se deixando, porém, de recorrer a outros autores.

De acordo com McCUSKEY (1994), as subunidades microvasculares hepaticas
consistem em todos 0s vasos intra-hepaticos com didmetro interno inferior a 300 um,
incluindo vénulas porta, arteriolas hepaticas, sinusoides, vénulas centrais e linfaticos. A

figura 1 apresenta esquematicamente as subunidades microvasculares hepaticas.
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Figura-3 - Representagio esquematica do fluxo sanguineo na
microcircirculacdo hepatica. (Fonte: Santos JL, 2002)

aa - artéria acompanhante; aap - anastomose artério-portal; ac - artéria
comunicante; ah - artéria hepdtica; ahi - artéria hepatica isolada; ast -
arteriosinus twigs; ch - ramo que nutre a cpsula hepética; db - ducto biliar; ea
- esfincter aferente; ee - esfincter eferente; eps - espago perissinusoidal; iep -
ramo que nutre o intersticio do espago-porta; hep - hepatécitos; pvp - plexo
vascular peribiliar; ra - rota arterial do PVP; rv - rota venular do PVP; sin -
sinusoides; sis- sinusoide intersinusoidal com esfincteres; VC - veia
centrolobular; vp - veia porta; vv - ramos dos vasa vasorum para veia porta e
veia centrolobular.

Observar seta: o fluxo sanguineo segue desde o espaco-porta na direcdo da
periferia acinar.

A maior parte do sangue que penetra nos sinusoides deriva das vénulas porta,

cujo fluxo usualmente é controlado por esfincteres compostos por células sinusoidais
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denominadas esfincteres aferentes. O sangue arterial penetra nos sinusoides através de
ramos das arteriolas hepéaticas chamados de brotos dos seios arteriais (arteriosinus
twigs), os quais desembocam proximo as entradas das vénulas porta. Conexdes diretas
entre vénulas e arteriolas (anastomoses arterioportais) ocorrem ocasionalmente. Todas
essas estruturas apresentam contragdes independentes e 0s sinusoides recebem uma
mistura variavel de sangue portal e arterial. H& evidéncias de que a fragdo de sangue
distribuida aos sinusoides pela artéria hepatica difere entre o hilo e a periferia dos lobos
hepaticos. O sangue deixa 0s sinusoides ap0s passar pelos esfincteres eferentes
compostos de células pavimentosas sinusoidais, penetrando nas vénulas centrais
terminais hepaticas. As células pavimentosas sinusoidais também servem como
esfincteres na rede sinusoidal, regulando a distribui¢do do fluxo sanguineo em pequenos
segmentos de sinusoides. De acordo com o conceito de subunidades microvasculares
hepaticas, cada Iobulo classico consiste de varios I6bulos priméarios de forma cénica,
tendo sua superficie convexa na periferia deste 16bulo, sendo esta suprida por ramos
terminais das vénulas e arteriolas portais, e seu apice localizado no centro do I6bulo
classico, onde se encontra a veia centrolobular. Os I6bulos primarios das subunidades
microvasculares hepaticas consistem de um grupo de sinusoides supridos por um unico
ramo da vénula porta e outro da arteriola hepatica, oriundos do espaco-porta adjacente.
A microcirculacdo hepética organiza-se em unidades nas quais a pressao e o fluxo estao
primariamente sob controle arteriolar. Os sinusoides contribuem para a regulacdo da

microcirculacdo pela contracao das células de Kuppfer e das suas células endoteliais.

O plexo vascular peribiliar (PVP) é uma rede vascular densa, incluida nas
subunidades microvasculares hepaticas, derivada dos ramos arteriais peribiliares,
composto por artérias acompanhantes que cursam paralelamente aos ductos, das quais

se ramificam as artérias comunicantes, vasos que se comunicam intimamente com 0s
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ductos (YAMAMOTO et al., 1985; TAKEMURA et al., 1991). O PVP drena, pela “rota
venular”, em sub-ramos das vénulas porta circunjacentes ao ducto biliar. Pelo menos
dois padrdes de alteracbes do PVP ocorrem em hepatopatias: o proliferativo e o vaso-
pénico. A proliferagdo do PVP se verifica na hipertensdo porta (HP) (TERADA et al.,
1989; RONCALLLI et al., 1999). Nessa situacdo parece ocorrer regurgitacdo de sangue
portal para o PVP, pelas raizes internas, levando a proliferacdo do plexo e a dilatacdo
dos vasos, e aumento da frequéncia de anastomoses entre PVP e ramos das vénulas
porta, ou sinusoides, as quais servem como rotas colaterais para o fluxo sanglineo
(HARATAKE et al., 1991 I). Na cirrose biliar primaria, por outro lado, observa-se
diminuicdo do nimero de vasos da PVP com o0 avango da doenca, assim como nos casos
de colangite esclerosante em qualquer estagio de evolucdo (WASHINGTON et al.,

1997) e nas situacgdes de rejeicdo ao enxerto hepatico (TAKEMURA et al., 1991).

A ligadura da artéria hepatica em individuo sem hepatopatia ndo é fatal,
especialmente quando ocorre por oclusdo gradual. O figado passa a desenvolver
suprimento arterial colateral (CHO e LUNDERQUIST, 1983; EKATAKSIN, 2000)
com sangue oriundo das artérias adjacentes ao tronco celiaco e a artéria mesentérica
superior e, dessa forma, sobrevive. O controle de fluxo sanguineo hepatico ocorre pela
acdo da artéria hepatica ja que o figado ndo é capaz de controlar diretamente o fluxo

venoso portal (LAUTT e GREENWAY, 1987).

1.1.3 Ductos biliares e vascularizagdo

Em contraste com os hepatdcitos, o epitélio biliar é nutrido especificamente pela

rede de arteriolas e capilares do PVP, o qual é fundamental para manter a integridade e

fungdo do epitélio biliar (KONO & NAKANUMA, 1992). Esse suprimento vascular é
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responsavel pelo envolvimento dos ductos biliares interlobulares em casos de leséo
isquémica por obstrucdo dos ramos da artéria hepatica com menos de 200 mm de
didmetro, caracterizando a “colangiopatia isquémica” (BATTS, 1998). Devido ao fato
dos colangidcitos possuirem receptores para diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, o PVP possibilita extensa comunicacdo dos colangidcitos com as células
hepaticas. Vérias substancias reabsorvidas pelo epitélio biliar podem ser encaminhadas
da bile aos hepatdcitos pelo PVP, havendo comunicacdo direta entre hepatécitos e
colangiocitos. O PVP tem ainda relagdo anatdmica com outras estruturas vasculares,
especialmente com ramos vasculares arteriais hepéaticos (STRAZZABOSCO &
FABRIS, 2008). Os ductos biliares intra-hepaticos e os ramos arteriais tém uma relacéo
estreita e preferencial, que ndo ocorre em relacdo aos ramos venosos. H4, inclusive,
paralelismo numérico entre ramos arteriais e ductos biliares interlobulares nos espacos-
porta (CRAWFORD et al., 1998). Essa associagdo ja esta presente no desenvolvimento
embrionario, quando os ramos arteriais hepaticos formam-se na vizinhanca da placa
ductal, estrutura biliar primitiva (LIBBRECHT et al., 2002). O padrdo de ramificacdo
de ambas as estruturas € coordenado e, em modelo animal de proliferacdo biliar, a
neovascularizacdo arterial segue a expansdo da arvore biliar (MASYUK et al., 2003).
Em algumas hepatopatias, ductulos e PVP proliferam concomitantemente (DESMET et
al., 1995). Em modelos animais, a inativacdo dos fatores de transcricdo envolvidos no
desenvolvimento do epitélio dos ductos intra-hepaticos, como HNF6 e HNF1b
(CLOTMAN et al., 2002), desencadeiam anomalias dos ramos da artéria hepética que
acompanham os ductos (CLOTMAN et al., 2003). Uma associacdo estreita de estruturas
biliares e arteriais andmalas foi descrita em colangiopatias relacionadas a malformacéo
da placa ductal, resultando num padrdo artério-biliar dismorfico, em ‘“ramos de

salgueiro” (DESMET, 1992). Sinais originados em ductos biliares parecem dirigir a
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vasculogénese arterial durante o desenvolvimento e nas colangiopatias. Observou-se
que nas colangiopatias cisticas relacionadas a malformacdo de placa ductal, como
doenca renal policistica dominante autossdmica e doenca de Caroli, o epitélio cistico
biliar retém um feno6tipo imaturo caracterizado por sobrerregulacdo de fatores
angiogénicos, incluindo o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), levando a
vascularizagdo aberrante pericistica para induzir suprimento vascular dos cistos
(FABRIS et al., 2006a). No embrido, a secrecdo do VEGF pelos ductos biliares em
desenvolvimento, atuando por via paracrina sobre células endoteliais e seus precursores,

promove a vasculogénese arterial e do PVP (FABRIS et al., 2006b).

Sinusoid  Hepatocyte

Portal vein

Figura 4 - Representacdo esquema@tica da triade porta

(Fonte: www.hopkins-gi.org)
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1.2 Fibrogénese

A producdo de matriz extracelular no figado fibrotico relaciona-se a células de
tipo miofibrobldstico que, num “modelo cldssico”, tém sido identificadas como as
células estreladas ativadas, residentes no parénquima, especificamente sob o endotélio
sinusoidal (FRIEDMAN, 2000). A les&o crdnica por alcool, por exemplo, caracteriza-se
inicialmente por processo inflamatério e fibrogénico pericentral, progredindo
posteriormente para uma cirrose panlobular. Na atresia biliar (AB) had um processo de
colangite crénica, envolvendo inicialmente o0s espacos-porta, mas com evolugéo
gradativa, comprometendo também o parénquima hepatico. Ao mesmo tempo em que se
observam achados tipicos de uma obstrucdo mecanica biliar, tais como proliferacao
ductal e ductular, e presenca de tampdes biliares em ductos neoformados, outros como
proliferacdo gigantocelular s&o comuns (SANTOS et al.,1998). O processo lesional
progressivo no espago porta envolve de forma crescente os eixos dos acinos de
Rappaport, onde a proliferacéo biliar se desenvolve e a fibrose se deposita sob a forma
de pontes porta-porta. A lesdo parenquimatosa relacionada ao processo colestatico
contribui com a formacdo de pontes porta-centro. O “modelo classico”, prevendo a
necessidade de migracdo das células estreladas desde o espaco de Disse para 0 espaco-
porta na vigéncia de colangiopatia, tem sido discutido. Friedman, criador do “modelo
classico” de fibrogénese, reconhece como possivel o envolvimento de outros grupos
celulares distintos das células estreladas nesse processo, tais como fibroblastos portais,
células derivadas da medula Ossea e fibroblastos derivados de epitélio por meio de
transicdo epitélio-mesenquimatosa (FRIEDMAN et al., 2007). CASSIMAN et al, em
2003, descreveu a aceitacdo da hipotese de que na fibrogénese do tipo biliar, células

peribiliares distintas das células estreladas é que sofrem conversdo em miofibroblastos e
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contribuem para a formacédo inicial deste tipo de fibrose. Recentemente, a transicao
epitelio-mesenquimatosa (TEM) tem sido implicada como mecanismo chave na
patogénese da fibrose hepética. Dados histologicos revelam que a TEM ocorre em
figados fibréticos humanos, particularmente em doencas associadas com elevada
proliferacdo ductular, como a atresia biliar e a cirrose biliar priméria (GLASER et al,,
2009). Os colangidcitos parecem responder a lesdo biliar com TEM, levando a producéo
de matriz extracelular (MEC). Eles, quando estimulados, produzem a integrina
especifica dos epitélios ductais (avp6), a qual induz fibrogénese, por ativagdo do TGFp,
independentemente de um processo inflamatério. Esse tipo de processo fibrogénico é
distinto da fibrogénese centrolobular induzida por CCl4, na qual esta integrina ndo se
altera. A terapéutica de processo fibrogénico biliar seria, portanto, distinto daquela de

um processo de fibrogénese centrolobular (WANG et al., 2007).

1.3 Atresia biliar

A atresia biliar (AB) é uma doenca exclusiva da infancia e consiste na oblite-
racdo completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepéticas e engloba a
maioria dos casos de colestase neonatal (CN) (BALISTRERI, 1996). Ela se caracteriza
por uma colangiopatia dos ductos biliares intra-hepaticos com destruicdo progressiva
dessas estruturas, desenvolvendo-se, com o tempo, um padrdo de “rarefacdo dos ductos
biliares intra-hepaticos” (HUSSEIN et al., 2005) e cirrose. O diagndstico da AB ¢
embasado em manifestacdes clinicas caracteristicas e exames complementares. Apos o
nascimento, a triade clinica que caracteriza a AB constitui-se de 1) ictericia, as custas de
hiperbilirrubinemia conjugada, que se prolonga além da segunda semana de vida; 2)

acolia/ coldria; e 3) hepatomegalia. Os sinais tardios incluem esplenomegalia, que
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sugere hipertenséo porta, ascite e hemorragias, evoluindo para cirrose e morte quando
ndo tratada. Utilizam-se, para o diagndstico, exames de imagem, como a
ultrassonografia, a cintilografia e a colangiografia transoperatéria e bidpsia
(CHARDOT, 2006), a qual permite a realizagdo de Portoenterostomia caso ndo se
evidencie fluxo nas vias biliares. Durante o procedimento cirirgico uma bidpsia em
cunha também é realizada. Os achados histolégicos que sugerem AB sdo os tampdes
biliares, a proliferacdo ductular e fibrose acompanhada ou ndo de edema portal.

Do ponto de vista clinico, ocorrem duas formas de AB: a congénita e a

adquirida. A primeira caracteriza-se pela presenca concomitante de anomalias
congénitas extra-hepaticas e inicio precoce da ictericia; na segunda ndo ha associacao
com anomalias extra-hepaticas e o inicio da ictericia & mais tardio (BALISTRERI et al.,
1996). Por outro lado, do ponto de vista histopatologico, segundo Desmet, et al., (1999)
ha duas formas de AB: a “classica” e a “precoce grave”. O primeiro grupo apresenta
histopatologia compativel com colestase de causa obstrutiva mecanica (SANTOS et al.,
1998; LI et al., 2004). No segundo, a “precoce grave”, ocorre “malformacdo de placa
ductal” (MPD), provavelmente relacionada a um bloqueio no desenvolvimento
embriolégico das estruturas biliares, de modo similar ao que ocorre nas doencas
policisticas hepéaticas (DESMET et al. 1998).
Em relacdo a associacdo com malformaces extra-hepaticas (MEH), a AB classifica-se
em AB sindromica, que corresponde a 10% dos casos de AB e associam-se varias
anomalias congénitas como polisplenia, asplenia, defeitos cardiacos ou intra-
abdominais; e AB ndo sindrémica, que corresponde a 80% dos casos e na qual ndo
existe associacdo com MEH ( CHARDOT , 2006).

A frequéncia da AB varia de 1:8000 a 1:15000 nascidos vivos, havendo

pequena predominancia no sexo feminino (1,4:1) ( CAUDURO, 2003). Sua incidéncia
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varia de acordo com as regides geograficas, desde 5:100000 na Holanda (CHARDOT;
2001) a 32:100000 na Polinésia Francesa, e 23 a 35:100000, em Taiwan (KOBAY ASHI
H, STRINGERB M. 2003; CHARDOT et al., 2001; HUNG et al., 2006).

Em 1890, Thonson reuniu uma série de cinquenta casos de AB e descreveu,
cuidadosamente, por tabelas e diagramas, as caracteristicas dessa doenca que se
manifestava nas primeiras semanas de vida com obstrucéo do fluxo biliar e era fatal. Ja
em 1916, Holmes afirmou que a AB nédo era uma doenga rara da infancia e que merecia
maior atencdo, propondo um tratamento cirdrgico para alguns casos de AB (HOLMES,
1916). Em 1959, o professor Morio Kasai, desenvolveu a Portoenterostomia (PE),
técnica cirurgica usada até hoje, que permite o reestabelecimento do fluxo biliar nos
casos de AB classificados até entdo como “ndo corrigiveis” e, deste modo, a
permanéncia do paciente com seu figado nativo. Porém, apesar da desobstrucéo eficaz
das vias biliares extra-hepaticas por meio da PE, a destruicdo progressiva das vias
biliares intra-hepaticas se mantém, fazendo da AB a principal causa de transplante
hepatico em criangas. Portanto, apesar dos aprimoramentos técnicos na realizacdo da
PE, o conhecimento da etiopatogenia da AB torna-se indispensavel, visando o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para essa desordem, com

consequente melhoria do prognostico.

1.3.1 Fatores etioldgicos

A patogenia da AB permanece obscura, mas ela parece representar uma resposta
estereotipada dos tecidos hepatobiliares a distintos processos morbidos
(PERLMUTTER et al., 2002). Em 1916, HOLMES ja propunha que a AB poderia se

dever-se a multiplos fatores, agravando-se no periodo poés-natal por mecanismo
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desconhecido. Mantém-se ainda hoje a idéia de que AB decorre de multiplos fatores,
propondo-se que a constituicdo imunogenética do hospedeiro atua como moduladora do
dano hepatobiliar a fatores exdgenos de etiologia a ser determinada (SILVEIRA et al.,
1991.; SILVEIRA et al., 1993 IRIE et al., 2009). O disturbio causal poderia ocorrer no
periodo embrionario, a partir de alteracdes genéticas ou cromossdmicas, ou poderia
tratar-se de um processo disruptivo, no qual o insulto atuaria sobre as estruturas
hepatobiliares apds a organogénese estar completa (SILVEIRA, 1988). O processo,
desse modo, poderia incidir em diferentes momentos do desenvolvimento. Lee et al.
(2009) desceveram associacdo do polimorfismo VEGF +936 C/T e, em particular, o
alelo C com AB, possivelmente conferindo suscetibilidade com a doenca .

O quadro 1 descreve fatores que tém sido propostos para a etiologia da AB.

Quadro 1 - Fatores etiologicos propostos para atresia biliar

A - Fatores genéticos

e Alteracdes génicas
o Mutacdo CFC1 (heterozigoto associado com BASM) (Davit-Spraul et
al., 2008)
o Polimorfismo do ICAM G241R (Arikan et al., 2008)
Mutacdo NFkappaB/c (Gyorffy et al., 2008)
o Mutacdo missense do JAG1 (associacdo com AB de pior prognostico)
= Persisténcia anormal da expressdo da proteina HES1 em
estruturas biliares da via de sinalizacdo Notch (Rakheja et al.,
2006)
e Anormalidades cromossdmicas numéricas
o Trissomia do 17-18 (Alpert et al., 1969)
o Trissomia do 18 ( Buffa et al., 1972; Ikeda et al., 1999)
o Trissomia do 21 (Pameijer et al., 2000)
o Cromossoma 10q: trissomia proximal (Lam et al., 2000), trissomia
parcial proximal (Lysy et al., 2007), monossomia (Tsukuda et al.
1996; Maruyama et al., 2001),
Sindrome de Turner
B - Fatores ambientais

O

e Drogas usadas durante a gravidez
o Anfetamina (Levin et al., 1971)
o Alcool (Newman et al., 1979; Dunigan & Werlin, 1981)
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e InfecgGes maternas
o listeriose (Becroft, 1972),
o citomegalovirose (Fischler et al., 1998; Oliveira et al., 2002)

e Infeccdes neonatais
o reovirus tipo 3 (Steele et al., 1995; Tyler et al., 1998)
adenovirus
rubéola (Aguirre et al.,1989)
citomegalovirus (Oliveira et al., 2002)
virus ndo A e ndo B da hepatite,
papilomavirus (Drut et al., 1998)
rotavirus (Riepenhoff-Talty et al., 1996)
Erytrovirus (parvovirus) B19 (Abe et al., 2007)
EBV (Fjaer et a., 2005; Mahjoub et al., 2008)

0O 0O OO0 OO OO0

e Toxicos na agricultura
e Fitotoxinas, micotoxinas (Harper et al., 1990)

e Toxina industrial
o 4,4 metileno-dianilina (Bourdelat et al., 1983)

C - Causas primarias ndo bem determinadas

e Anomalias estruturais
o BASM (Maksem, 1980)
o Anormalidades da juncdo coledocopancreatica (Misra & Dwivedi,
1990)
o Malformacéo da placa ductal (Desmet, 1992)

e Anormalidades metabdlicas
o Acidos biliares (Jenner & Howard, 1975; Siviero et al., 2008), L-
prolina (Vacanti & Folkman, 1979)

e Anormalidades imunoldgicas
o Autoimunidade sorologica materna (Burch et al., 2003)

e Alteracfes imunogenéticas
o Presenca de HLA-B12 e de certos hapldtipos (Silveira et al.,1992;
Donaldson et al., 2002)
o Microquimerismo (Hayashida et al., 2007; Kobayashi et al., 2007;
Muraji et al.,2008).

e Diabete materno (associacdo com BASM: Davenport et al., 2006)
o Diabete gestacional (Fischler et al., 2001)

e ldade materna (Fischler et al., 2001)

BASM- biliary atresia splenic malformation
(Fonte: modificado de Silveira et al., 1988, 1992)
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1.3.2 Anomalias Congénitas Extra-Hepéticas Associadas

Uma investigagdo mais detalhada dos casos com anomalias congénitas extra-
hepética associadas a AB (AEH) aponta para a existéncia de diferentes grupos, um deles
associado a anomalia da seqliéncia de lateralidade, que inclui a sindrome malformativa
esplénica da AB, anteriormente restrita a sindrome polisplénica. Outro grupo, mais
numeroso, inclui pacientes com anomalias ndo relacionada a sindrome malformativa
esplénica da AB, ao qual CARMI et al., (1993) denominaram grupo nao-sindrémico. A
sindrome polisplénica compde-se, além de polisplenia, de anomalias posicionais e
cardiovasculares (RODIN et al., 1972; ABRAMSON et al., 1987; ICARDO e SANCHEZ
DE VEJA, 1991). CHANDRA, em 1974, descrevendo os achados de autopsia em dez
criancas com polisplenia, cinco das quais tinham AB e anomalias congénitas extra-
hepaticas associadas, incluiu a AB na sindrome polisplénica. DIMMICK (1975)
observou sindrome polisplénica em 17% de uma amostra de AB. Desde entéo, diversos
estudos tém reforcado essa associacdo (NAKADA et al., 1997; TANANO et al., 1999;
OHI, 2000). Na Espanha, VAZQUEZ et al., em 1995, encontraram AEH em cerca 13%
de seus casos. Em 2006, DAVENPORT et al. observaram sindrome malformativa
esplénica em 56 de 548 (10,2%) criancas com AB. CHANDRA (1974) postulou que a
associacdo entre AB e sindrome polisplénica ndo seria casual devido a freqglente
coincidéncia dessas duas raras desordens e pelo fato de a formacdo do primordio es-
plénico e dos ductos biliares extra-hepéticos coincidir, no desenvolvimento embridnico,
com a septacdo do tronco arterioso e com o desenvolvimento dos coxins endocardicos,
da arvore pulmonar, do septo cardiaco e da arvore brénquica. Ele sugeriu a existéncia de

uma causa comum, por exemplo, um insulto ambiental, que atuaria em torno da quinta
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semana gestacional. Posteriormente, a asplenia foi encontrada em casos de AB
(MAKSEM, 1980; SILVEIRA et al., 1991; DAVENPORT et al., 1993), passando-se a
denominar a associacdo de AB com anomalias esplénicas com a expressdo sindrome
malformativa esplénica da AB, mais ampla. Polisplenia e asplenia, quando associadas a
AB, sdo manifestacbes de um defeito morfogenético primério de determinacdo de
simetria ou lateralizagdo. Contudo, nem sempre anomalia esplénica € identificada na
“sindrome malformativa esplénica da AB”, e 0 termo mais abrangente para a descricao
dessa associagdo talvez seja “anomalia da sequéncia de lateralidade associada a AB”
(SANTOS, 2002) Finalmente, CARMI et al. (1993) relacionam um terceiro grupo de
anomalias congeénitas extra-hepaticas associadas a AB: casos que apresentam ma

rotacéo intestinal isolada, acompanhada ou néo de veia porta pré-duodenal.

1.3.3 Alteracdes vasculares na AB

Em 1963, Stowens descreveu hiperplasia e hipertrofia em ramos da artéria
hepatica em areas portais de pacientes com AB. A hipertrofia dos ramos da artéria
hepatica também foi descrita por Brough & Bernstein em 1969. HO et al. (1992)
observaram hipertrofia da parede das pequenas artérias e arteriolas em pacientes com
AB, considerando essa alteracdo com evento primario na patogénese da doenca.
SANTOS et al. (2005) detectaram, por método morfométrico, a existéncia de
espessamento da tinica média dos ramos arteriais hepaticos nos pacientes com AB por
ocasido da Portoenterostomia, aparentemente relacionada com o desenvolvimento da
rarefacdo dos ductos biliares interlobulares. Os autores buscaram também identificar a
progressdo dessas alteracdes em vasos arteriais desde a Portoenterostomia até o

transplante hepético (TxH), observando nos explantes dos pacientes com AB a presenca
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de arteriolas com tdnica média extremamente espessada, algumas com oclusao luminal,
sugerindo espessamento progressivo. Uflacker e Pariente (2004) utilizaram angiografia
em artéria hepéatica de 46 pacientes com AB por ocasido da Portoenterostomia e
observaram em 40 deles alteracdes morfolégicas, com as artérias apresentando contorno
irregular, com ocluséo periférica cercadas por tufos de minusculos ramos arteriais,
achados superponiveis aos de Santos et al. (2005). HUMPHREY et al. e KIM et al.,
ambos em 2007, documentaram aumento significativo do diametro da artéria hepatica
comum em pacientes com AB, quando comparados aos controles em estudos
ultrassonograficos, sugerindo que o0s vasos arteriais intra-hepaticos estejam
comprometidos pelo espessamento de tunica média. Uma arteriopatia desse tipo poderia
desarranjar a totalidade do sistema hepatobiliar, pois veias, ductos e nervos sdo nutridos
pelos ramos da artéria hepatica. Poderia, portanto, constituir elemento-chave, ainda nao
considerado, na patogénese da colangiopatia progressiva da AB. Esse espessamento
progressivo da tunica média arterial poderia ser explicado pelo modelo de remodelagem
vascular, o qual tem sido estudado em relacéo a hipertensdo pulmonar. A remodelagem
vascular pode ser causada, entre outros fatores, por distlrbios hemodinamicos,
mediadores inflamatorios (CARMELIET et al., 2000), leséo endotelial direta (SMITH
et al.,, 1998), hipoxemia e vasoconstricdo crbnicas, além de desordens genéticas

(CARMELIET et al., 1999).
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1.3.4 Fatores de crescimento angiogénicos na atresia biliar

A hipétese da presenca de uma arteriopatia relacionada a atresia biliar estimulou
0 grupo do Laboratério Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG) do
Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) a avaliar o tecido
hepatico de pacientes com a doenca quanto a expressdo de genes relacionados a
arteriopatia. Dessa forma, o grupo procurou identificar genes relacionados a
angiogénese que pudessem ter sua expressao alterada, de modo especifico, na AB. Foi
identificada uma lista resumida de 38 moléculas envolvidas com o desenvolvimento
vascular, incluindo os seguintes topicos: 1) vasculogénese; 2) angiogénese, moléculas
inibidoras e estimuladoras; 3) miogénese vascular e arteriogénese; 4) especificacdo
artéria/veia; 5) estimulo da hipoxia a angiogénese; 6) moléculas envolvidas em
brotamento vascular e na degradacdo da matriz extracelular; 7) integrinas e 8)
quimiocinas envolvidas na angiogénese; relacdo da angiogénese com: 9) coagulacdo,
10) inflamacdo, 11) “shear stress” e 12) neurogénese. O grupo do LEHG com a
colaboracédo de Cincinnati Children’s Hospital Medical Center (Ohio, Estados Unidos)
analisou, empregando o método de Microarray, a expressao do transcriptoma dessa
série de 38 fatores de crescimento e outras moléculas em pacientes com AB, incluindo
as formas perinatal e embrionaria, comparando-a com a de pacientes com colestase
neonatal de causa intra-hepatica, visando a identificar quais desses fatores poderiam
relacionar-se as alteracdes arteriais nos casos de AB. Observou-se sobre-expressdo do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF A) e fator de crescimento de

fibroblastos basico (FGFb) na AB em comparag¢do com outras causas de colestase.
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1.3.41VEGF A

A sinalizacdo pelo VEGF A representa a etapa condicionante da angiogénese
fisiologica. O VEGF A promove o crescimento endotelial em artérias, em veias e em
linfaticos e responsabiliza-se pela manutencdo da sobrevivéncia dos endotelidcitos,
prevenindo sua apoptose; aumenta a permeabilidade vascular, indispensavel para a
angiogénese; causa vasodilatacdo in vitro dependente de NO derivado do endotélio;
estimula o recrutamento de células inflamatorias e a expressao de proteases implicadas
na degradacdo da matriz extracelular durante a angiogénese (FERRARA et al., 2003).
Durante o desenvolvimento embrionario, o VEGF A é o principal estimulador da
migracdo dos brotamentos capilares que originam a rede vascular. Além da
angiogénese fisiologica, o VEGF A atua na angiogénese patoldgica (GEIGER et al.,
2000; TAMMELA et al., 2003; XIA et al., 2003).

O VEGF A esta também envolvido com vasculatura linfatica, podendo
desencadear sua hipertrofia ao estimular o recrutamento de células inflamatorias,
secretoras fatores linfangiogénicos (FERRARA et al., 2003). O VEGF A ¢ o principal
fator angiogénico induzido por hipdxia, sendo, nesse caso, o HIF-1 o mediador das
respostas hipoxémicas (TSUZUKI et al., 2000). Além da hipdxia, hipoglicemia e
acidose sobrerregulam a expressdo do VEGF A. Por outro lado, IL-1a e IL-6 induzem
VEGF em alguns tecidos como fibroblastos sinoviais. Outros fatores que sobrregulam a
producéo de VEGF A incluem EGF, TGF-o, TGF-p, keratinocyte growth factor, IGF e
FGF (FERRARA, et al., 2003).

A expressdao do VEGF A e de seus receptores, em diversos 6rgdos, ndo se
restringe ao endotélio vascular, sendo também observada em osteoblastos, miotubos de

regeneracdo e celulas-fonte hematopoiéticas (GAUDIO et al., 2006). O VEGF A




Introducdo 39

também age sobre as CML sendo induzido, nesta situacdo, por agonistas como a
angitensina Il, trombina, PDGF, serotonina, e, com menor intensidade pelo FGFb

(RICHARD et al., 2000).

1.3.4.1.1 Expressao imunoistoquimica do VEGF nas estruturas hepéticas

Em figados normais, a expressdo imunoistoquimica do VEGF é observada
difusamente no parénquima, especialmente nos hepatdcitos centrolobulares. Os vasos
arteriais ndo expressam VEGF A (FABRIS et al., 2006; GAUDIO et al., 2006). Depois
da 25% semana gestational poucos hepatécitos apresentam expressdo do VEGF A e, apds
0 nascimento, ela se torna ausente (GOUYSSE et al., 2002). O epitélio biliar prematuro
sobre-expressa intensamente VEGF A e VGFR2, por IHC. Nas doencas associadas a ma
formacdo de placa ductal, o epitélio biliar imaturo sobre-expressa intensamente VEGF
A e VEGFR2, como também angiopoetina 1 (Angl) e seus receptor Tie2. O VEGF A e
Angl mostraram efeito proliferativo: 1) autdcrino, sobre colanciocitos, e, 2) paracrino,
sobre a vasculatura portal, assim promovendo o crescimento de estruturas cisticas e seu
suprimento vascular.

As hepatopatias cronicas se caracterizam pela presenca de fibrose e de
inflamacdo. Durante o processo fibrogénico, o excesso de MEC acumulado oferece
resisténcia ao fluxo biliar e ao transporte de oxigénio, produzindo hipoxia tecidual. A
estimulacdo dos fatores hipoxia/induzidos produz sobrerregulacdo dos fatores
angiogénicos. As células estreladas ativadas, por sua vez, produzem VEGF
(ANKOMA-SEY et al., 2000). Mediadores pré-inflamatorios e outros estimulos nao
hipoxémicos podem produzir uma resposta angiogénica por meio da inducao do HIF-1

nas células musculares lisas e, consequentemente, da producdo de VEGF A (RICHARD




Introducdo 40

et al., 2000). Além disso, os eicosanoides pro-inflamatérios podem também relacionar-
se a angiogénese nas hepatopatias cronicas. Por outro lado, durante a inflamacéo, a
permeabilidade vascular aumenta, e mondcitos, macréfagos, plaquetas, mastécitos e
outros leucocitos, todos capazes de produzir citocinas e fatores de crescimento
angiogénicos, sdo recrutados pela atragdo das quimiocinas. Independentemente dos
mecanismos estimuladores, a producdo de VEGF A, assim como a da angiotensina I, é
fator importante no desenvolvimento da fibrogénese (Yoshiji et al., 2006).

Gaudio et al. (2006) identificaram que o VEGF A era sobre-expressado em

ductos biliares ao realizar modelo animal de ligadura do ducto biliar. Rosmoduc et al.
(1999), por meio desse modelo, detectaram neovascularizagdo, aumento da
imunorreatividade hepatocitaria de VEGF A e da expresséo de FGFb. J& Beaussier et al
(2005), em estudo de isquemia biliar em ratos, observaram, apos dois dias de privacédo
de sangue arterial completa, a presenca de imunorreatividade do VEGF A nas células
epiteliais biliares e arteriolas hepaticas. Os autores conseguiram relacionar a ocorréncia
de hipdxia com a producdo de VEGF A pelos colangidcitos.
Através de modelo experimental de cirrose em ratos tratados com DEN, Corpechot et
al.(2002) observaram aumento da expressao hepatocitaria do VEGF A na presenca de
fibrose, com distribuicdo heterogénea.Também se observou que, na cirrose biliar
primaria,existe uma expressdo intensa de VEGF A nas células endoteliais sinusoidais,
particularmente na periferia dos espacos-porta afetados (MEDINA et al., 2005).

No hepatocarcinoma, a expressdo do VEGF A por IHC ¢é intensa em hepat6citos
tumorais, em células endoteliais e epiteliais biliares (MISE et al., 1996), principalmente
nas menos diferenciadas (UEMATSU et al., 2005), e até células hepaticas ndo afetadas
expressam mais intensamente VEGF que aquelas de pacientes sem hepatocarcinoma

(EI-ASSAL et al., 1998).
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Em casos de rejeicdo hepéatica crbnica, observa-se expressao aumentada de
VEGF A em ductos e ductulos biliares, ocorrendo um aumento do numero de

microvasos e ductulos, paralelo a expressao ductular do VEGF A (GOUW et al., 2006).

1.3.4.2 Receptor 1 do VEGF (VEGFR1)

As consideraces formuladas nesta secdo basearam-se, fundamentalmente, no
texto de Ferrara et al.( 2004), ndo se deixando, porém, de recorrer a outros autores.

Ha ainda debates a respeito das funcdes do VEGFR1, também denominado Flt-
1, talvez devido ao fato de que suas atividades sejam diferentes, dependendo do estagio
de desenvolvimento e tipo celular. Fabris et al. (2006) verificaram que as células das
paredes vasculares eram negativas para VEGF, mas positivas para VGFR-1. Além do
VEGF A, o VEGFR-1 liga-se também ao VEGF B e ao Placental growth factor (PIGF).
Ha uma forma soltvel de VEGFRL1 (sFlt-1) com atividade inibidora ao VEGF A. Park
et al. (1994) propds que o VEGFRL1 ndo apresenta sinal mitogénico para o VEGF A,
mas sim um sinal negativo indireto pelo qual, ao associar-se ao VEGF A, torna esse
fator menos disponivel para ligacdo ao VEGFR2. Além dessa acdo indireta, o
VEGFRL1 inibe diretamente a proliferacdo endotelial induzida pela ligacdo do VEGF A
com o VEGFR2, por bloqueio da via dependente de PI3-kinase (GILLE et al., 2000;
ZENG et al., 2001). Porém, o0 VEGFR1 € capaz de induzir resposta mitogénica positiva:
0 PIGF regula uma interacdo inter- intramolecular entre os receptores do VEGF A,
resultando em amplificacdo da resposta angiogénica do VEGFR2 a esse fator de
crescimento (AUTIERO et al., 2003). Por outro lado, 0 VEGFRL1 é indispensavel a acdo
quimiotatica do VEGF A sobre mondcitos (HIRATSUKA et al.,1998; BARLEON et

al., 1996), o que e importante na atividade do VEGFR1 em situagdes de angiogénese
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em certos tumores, na artrite reumatdide e na aterosclerose (SHIBUYA et al., 2006).
No figado, a ativagdo do VEGFR-1 pelo VEGF A, em certas circunstancias, resulta em
liberacdo de HGF, IL-6 e outras moléculas hepatotréficas por células endoteliais
sinusoidais (LE COUTER et al., 2003). Além disso, agonistas do VEGFR1 apresentam
efeito protetor sobre hepatdcitos expostos ao CCl4. Desse modo, a fungdo primordial da
sinalizacdo pelo VEGFR1 no endotélio parece ndo ser a regulacdo da angiogénese, mas,
sim a liberagdo de fatores necessérios ao desenvolvimento e & sobrevivéncia de
determinados tecidos, tais como o pancreas e o figado embrionarios. Fabris et al.
(2006a) observaram, nas doencas policisticas hepaticas, sobre-expressdo do VEGFR1
no epitélio imaturo, além da sobre-expressdo do VEGF A e do VEGFR2; em figados
fetais os colangidcitos expressaram forte imunorreatividade para VEGF A em diferentes
estagios do desenvolvimento apesar de sua negatividade para vasos. Ao contrario, a
expressdo do VEGFRL1 foi presente em colangiocitos e vasos, principalmente arteriais,
diminuindo progressivamente a intensidade de sua expressdo conforme evolucdo do

processo de maturacéo dessas estruturas.

1.3.4.3 Receptor 2 do VEGF

A participacdo do VEGFR2 (KDR, humano; Flk-1 ratos) na angiogénese e na
hematopoiese ¢ demonstrada pela faléncia do desenvolvimento e da organizacdo de
vasos sanguineos em ratos homozigotos para delecdo do Flk-1, resultando em morte
intra-Gtero precoce (SHALABY et al., 1995). O VEGFR2 ¢ considerado o principal
mediador dos efeitos mitogénico, angiogénico, de aumento de permeabilidade e de
protecdo das células endoteliais contra apoptose produzidos pelo VEGF A. O VEGFR2
se expressa, portanto, em células endoteliais. O papel biolégico do VEGFR2 em células

ndo endoteliais ndo estd bem esclarecido (MATSUMOTO e CLAESSON-WELSH,
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2001). Contudo, ja foi demonstrado que a expressdo do VEGFR2 no epitélio biliar
associa-se a proliferacdo dos colangiocitos por estimulagdo do VEGF A, de modo
semelhante a proliferacdo das células endoteliais, e o bloqueio de sua expressao leva a

apoptose de colangidcitos, associando-se a rarefagdo biliar (GAUDIO, 2006b).

1.3.4.4 FGFb

O FGF2, ou FGF béasico é parte da familia dos FGFs, a qual participa da
regulacdo do desenvolvimento embriénico dos vertebrados, desde etapas iniciais, como
0 crescimento do blastocisto e a indugdo do mesoderma primario. Mais tardiamente, 0s
FGFs regulam a diferenciagéo e o desenvolvimento de varios tecidos e 6rgéos. Os FGFs
tém acdo crucial na reparagédo hepatica.

O FGFb é mitogénico para o endotélio, sendo fator pré-angiogénico. E um
potente indutor da proliferacdo e da migracdo das células musculares lisas da tunica
média arterial, critico para 0 “upgrading” de capilares, ou seja, a produgdo de arteriolas
a partir de capilares. Enquanto o VEGF induz a proliferacdo de capilares, o FGFb induz
0 crescimento de arteriolas (LE NOBLE, et al., 2005). O FGFb junto ao PDGFp
participa da “arteriogénese adaptativa”, na qual, apds oclusao de uma artéria supridora,
as arteriolas colaterais crescem e tornam-se artérias. O FGFb e o PDGFp, secretados por
endotelidcitos ativados, sdo responsaveis pela estimulagdo da musculatura da tdnica
média e do crescimento arterial (CONWAY et al., 2001).

O FGFb RNAmM é sobre-expressado em funcdo de aumentos do shear stress
(MALEK et al., 1993), o qual afeta a remodelagem vascular e o desenvolvimento de
circulacdo colateral tanto em situacao fisiolégica como em condi¢cGes morbidas. Durante

0 desenvolvimento embrionario, a cobertura dos vasos por células musculares lisas
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relaciona-se a geracdo de pressao capilar adequada proximal & aorta (CARMELIET,
2000; CONWAY et al., 2001). O shear stress é a forca propulsora da arteriogénese, e 0
desenvolvimento das estruturas tubulares vasculares € otimizado em relacdo a
quantidade de fluxo a ser transportado (LE NOBLE et al., 2005). E importante observar
que o shear stress modula a expresséo dos genes de fatores de crescimento angiogénico,

como o FGF2.
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2 JUSTIFICATIVA

A colangiopatia intra-hepéatica da AB é progressiva, desenvolvendo-se com o
tempo um padrido de “rarefacdo dos ductos biliares “intra-hepaticos (HUSSEIN et al.,
2005) e cirrose. Nosso grupo ja documentou, como outros autores (UFLACKER et
al.,1993,DESMET et al., 1995), a presenca de arteriopatia na AB e identificou sobre-
expressdo de fatores de crescimento angiogénicos VEGF e FGFb nos pacientes com
AB. Decidimos, portanto, avaliar a expressdo dos fatores de crescimento angiogénicos
VEGF A e seus receptores VEGFR1 e VEGFR2, e FGFb nas estruturas hepatobiliares

dos pacientes com AB.
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Objetivo principal

Avaliar a expressdo imunoistoquimica dos fatores de crescimento VEGF A e
seus receptores VEGFR1 e VEGFR2, e @ FGFb em estruturas hepatobiliares de

pacientes com AB.

3.2 Objetivos especificos

1. Relacionar a expressdo imunoistoquimica do VEGF A em estruturas
hepatobiliares de pacientes com AB, com outras causas de colestase neonatal e
com explantes;

2. Avaliar a caracteristica de expressdo do VEGF A em porta hepatis de pacientes
com AB;

3. Relacionar as caracteristicas de expressdo imunoistoquimica dos marcadores
VEGFR1, VEGFR2 e FGFb em tecido hepatico de pacientes com AB e com
outras causas de colestase neonatal;

4. Analisar a relacdo da expressdo imunoistoquimica dos marcadores nas estruturas
hepatobiliares hepaticas com variaveis relacionadas ao prognéstico da AB,
PCK?7, densidade de colageno e idade no procedimento cirurgico;

5. Analisar a relagdo entre espessamento de tdnica média e expressdo imunoistoquimica

do VEGF A nas estruturas hepatobiliares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

O delineamento do estudo foi de corte transversal, constando de uma avaliagdo
retrospectiva e de outra prospectiva do material de biopsia hepatica em cunha, fixado
com formalina, incluido em parafina e obtido durante os procedimentos cirlrgicos no
HCPA, segundo o protocolo histoldgico (Anexo I). No estudo retrospectivo, incluiram-
se pacientes que ja haviam sido submetidos ao procedimento cirirgico ao inicio da
pesquisa. No estudo prospectivo foram avaliadas amostras de tecido com as mesmas
caracteristicas, segundo o mesmo protocolo, de pacientes selecionados segundo 0s
mesmos parametros e que foram prospectivamente atendidos a partir do inicio do

estudo.

4.2 Critérios de inclusao

a. Pacientes com AB com tecido hepatico incluido em parafina, por ocasido da PE
no periodo de 1986 e 2007, disponivel no servi¢co de Patologia do HCPA;

b. Pacientes com causas ndo atrésicas de colestase neonatal, com tecido hepatico
incluido em parafina obtido durante procedimento cirargico, no periodo de 1986
a 2007, disponivel no servico de Patologia do HCPA;

c. Pacientes com AB com material de porta hepatis obtido por ocasido da PE no
periodo de 1986 a 2007, incluido em parafina, disponivel no servico de

Patologia do HCPA,




Material e Métodos 48

d. Pacientes com AB que possuem material de explante, obtido por ocasido do TxH
no HCPA no periodo de 1986 a 2007, incluido em parafina disponivel no

servico de Patologia do HCPA.

4.3 Critérios de exclusao

a. Pacientes com insuficiéncia hepética fulminante
b. Pacientes com cirrose criptogénica;

c. Pacientes que ndo preencheram os critérios acima.

4.4 AMOSTRA

A amostra incluiu 52 pacientes com AB e 7 controles com outras causas de
colestase neonatal (CN), incluindo dois casos de deficiéncia al antitripsina, quatro de
hepatite neonatal idiopatica, 1 de hipopituitarismo. O material de biopsia desses foi
fixado e processado no Servico de Patologia do HCPA. O grupo AB foi composto de
26 meninos e 26 meninas e o grupo CN, de 3 meninos e 4 meninas. A idade dos
pacientes com AB por ocasido da laparotomia exploradora variou entre 25 e 251 dias de
vida no grupo AB (Média = 79,92 dias; DP+ 35,39) e entre 47 e 100 dias de vida no
grupo CN (Média = 66,29 dias; DP+20,20) com P= 0, 325. Para a analise de um dos
marcadores imunoistoquimicos (VEGF em tecido hepético) foi também avaliado o
material de explante de 33 pacientes com AB submetidos a transplante hepatico no
HCPA entre 1995 e 2007, incluindo 17 meninos e 16 meninas, dos quais, oito pacientes

sdo comuns ao grupo que sofreu PE. A idade a época do transplante variou entre 242 e
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7803 dias de vida (Média= 1570 dias; DP£2051,75). Em 16 pacientes do grupo de AB,
foi possivel obter, durante o procedimento cirargico, amostra histoldégica do porta
hepatis, sendo utilizado esse material para a marcacdo imunoistoquimica com VEGF e
posterior analise histologica. Esse estudo analisou amostras de tecido hepatico obtido
por ocasido do procedimento cirdrgico de 59 pacientes atendidos no Setor de
Gastroenterologia Pediatrica do Servigco de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) entre janeiro de 1986 a dezembro de 2007. O procedimento cirirgico
inicial ao que foram submetidos esses pacientes constou de laparotomia exploradora
acompanhada de biopsia hepéatica em cunha. Por ocasido desse procedimento, realizou-
se uma colangiografia transoperatéria para confirmagdo do diagnostico de AB e, na

vigéncia de obstrucéo biliar completa, PE.

Quatorze dos pacientes com AB apresentavam anomalias extra—hepaticas
associadas, incluindo, segundo a classificacdo de Carmi et al. (1993), pacientes com
anomalia de lateralidade incompleta ¢ outras com anomalias do tipo “ndo-sindromico”.

A tabela a seguir descreve as MEH associadas encontradas nos pacientes com AB.

Tabela 1- Malformagﬁes extra-hepéticas associadas a atresia biliar nos pacientes em estudo

NUmero de pacientes Anomalias exra-hepaticas associadas

Grupo de anomalia de lateralidade incompleta

estenose mitral, CIV, arco adrtico a esquerda, anomalia de extremidades, veia
porta pré-duodenal, figado mediano

Situs inversus

Ma rotacdo intestinal,estenose pulmonar

Cardiopatia complexa

Situs inversus abdominal

Dextrocardia, multiplas atresias de es6fago

Grupo “nio-sindromico”

Estenose de ramos da pulmonar

Rim Unico

Fistula artério-venosa pulmonar, ectasia do sistema coletor renal
Duplicacdo renal, ectasia de pelve renal

Clv

CIA

Abreviatura: CIV- comunicagdo interventricular; CIA:comunicacao interatrial.

=

[ N N Y
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Todos os pacientes foram acompanhados desde a internagdo hospitalar até sua
alta pela mesma equipe, sendo, posteriormente, atendidos no ambulatério de
gastropediatria do HCPA.

Quanto a pesquisa de anomalias congénitas extra-hepéticas, nos pacientes em es-
tudo retrospectivo, foram coletadas informagfes nos prontuarios, ja que essa pesquisa
faz parte do protocolo realizado na investigacdo diagndstica da colestase neonatal.
Avaliaram-se dados do exame fisico e radiolégicos, incluindo radiografia de térax,
ecografia abdominal e de sistemas especificos, além da descri¢do de achados clinicos,
cirurgicos e de autopsia quando possivel. No estudo prospectivo houve a pesquisa de
anomalias congénitas extra-hepaticas em cada paciente investigado, segundo 0 mesmo
protocolo. Foram levadas em consideracdo apenas anormalidades congénitas maiores,
ou seja, aquelas que afetam a viabilidade ou a fertilidade de seus portadores

(SILVEIRA, 1988).

4.5 Variaveis em estudo

4.5.1 Intensidade da expressdo imunoistoquimica dos marcadores em estruturas
hepatobiliares;

4.5.2 ldade por ocasido da laparotomia exploradora;

4.5.3 Densidade de colageno;

4.5.4 Positividade de citoqueratina 7 (PCK7);

4.5.5 Razdo espessura de tunica média arterial/diametro luminal arterial;
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4.6 Defini¢do das variaveis em estudo

4.6.1 Intensidade da expressdo imunoistoquimica dos marcadores em estruturas
hepatobiliares: obtida por avaliagdo histoldgica, de acordo com protocolo
preestabelecido (Anexo 1), seguindo escore semiquantitativo descrito por Wu et al.

(2004).

4.6.2 Idade por ocasido da laparotomia exploradora — calculada em dias de vida.

4.6.3 Densidade superficial de coldgeno — conceituada como a média dos valores da
porcentagem de colageno, quantificados por método morfométrico, presentes em dez
imagens obtidas do material histoldégico corado com picrossirius, segundo Chevallier et

al. (1994). Expressa a extensao da fibrose tecidual.

4.6.4 Positividade de citoqueratina 7 (PCK7)- conceituada como a média dos valores
da positividade de CK7, quantificados por método morfométrico, presentes em dez
imagens obtidas do material histolégico marcado por imunoistoquimica com anticorpo

anti-CK7, segundo Santos et al. (2009). Expressa a extensdo da proliferacéo biliar.

4.6.5 Razdo espessura de tunica média arterial/diametro luminal arterial (REMD)-
obtida por método proposto por Santos et al. (2005), a partir da mensuracao

morfométrica das variaveis




Material e Métodos 52

4.6.6 Espessura de tunica média arterial e diametro luminal arterial em artérias e
arteriolas marcadas com anticorpo anti-actina humana (HHF-35). Considerou-se:

4.6.6.1 Espessura da tunica média arterial- média dos valores de quatro medidas de es-
pessura obtidas a partir de uma linha tragada entre um ponto da face externa da parede

da tanica média a outro da face interna na direcdo do centro;

4.6.6.2 Diametro luminal arterial - média dos valores de duas medidas obtidas a partir
de duas linhas tragadas ligando dois pontos opostos da face interna do vaso, incluindo o
maior e 0 menor diametro.

A REMD npossibilita a avaliacdo do espessamento de tunica media arterial.

4.7 Andlise histologica

Constou da avaliacdo semiquantitativa da intensidade de expressdo dos
marcadores imunoistoquimicos realizada por dois expertos em histopatologia hepatica e
o autor do presente estudo, “cegos” quanto ao diagnostico, utilizando o protocolo
histolégico apresentado no anexo Il. O protocolo baseou-se no estudo de Wu et al
.(2004), conceituando: 0- auséncia de marcacdo; 1- marcacdo de cor amarela fraca; 2-
marcacdo de cor amarelo escura; 3- marcacdo cor marrom com distribuicdo granular. O

limiar de positividade empregado foi o escore dois.
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4.8 Anéalise morfométrica

As seguintes avaliagdes foram realizadas: 1) quantificacdo da densidade su-
perficial de colageno; 2) quantificacdo da porcentagem de positividade da CK7 (PCK?7);

3) mensuracdo das variaveis espessura da tinica média arterial e didmetro luminal.

4.8.1 Captura de Imagens

Para as trés atividades, dez imagens foram captadas em areas de positividade de
cada lamina histologica corada com picorossirius ou marcada com CK7 e HHF-35 e
gravadas no formato TIFF (tag image format), para posterior mensuracdo. A captura foi
realizada utilizado o programa Image Pro Express. O aumento das imagens no
microscopio para a avaliacdo de vasos foi de 400x, e para a avaliacdo de densidade
superficial de coldgeno e PCK7, de 200x. A voltagem da lampada foi mantida estavel
durante o processo de captura de imagens, permitindo a iluminacdo homogénea dos

campos Microscopicos.

4.8.1.1 Caracteristicas de captura

A captura das imagens foi feita com camera Olympus Q color 5 acoplada a
microscopio Olympus BX 51 (Hamburg, Germany) utilizando um computador Intel
Pentium 4 com programa Image Pro Express 5.1(Media Cybernetics-Bethesda,USA).
ApO6s microscopio estar ligado por 30 minutos, centralizou-se a imagem, fechou-se o

diafragma, e o foco foi corrigido. A roséola foi centralizada, o diafragma foi aberto ao
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maximo, e o foco foi rebaixado totalmente. A resolugdo da ferramenta Acquire foi
localizada em 1280x960 pixels (Full Frame, Bin 2) e com a ferramenta General Bit

Depth em 36 bit color. Usou-se a ferramenta White Balance para a corre¢édo de fundo.

4.8.2 Quantificacdo da densidade de colageno

A quantificacdo da densidade de coldgeno foi realizada segundo a técnica
utilizada por CHEVALLIER et al., (1994), a partir do material histol6gico corado com
picrossirius. O método prové a quantificagdo automatica da area de fibrose presente em
um campo de superficie (MASSEROLI et al., 2000). A densidade superficial de
colageno foi realizada automaticamente em um sistema de analise computorizada de
imagens. Essa estacdo incluiu um fotomicroscopio (Olympus BX 51) com captadores de
posicao, uma camera Olympus Q color 5, um computador Intel Pentium 4, com monitor
em cores e mouse. A analise de imagem foi feita com o programa Adobe Photoshop CS3
Extended 10.0 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA). A densidade superficial de coldgeno
foi medida com magnificacdo de 20x, em imagens captadas de areas de positividade
para picrossirius, excluindo areas que apresentam elevada extensdo de fibrose em
figados normais, como regides pericapsular e em torno de grandes vasos. A expressao
da porcentagem de area de colageno correspondeu a razdo entre superficie de colageno
e campo de superficie analisado em cada imagem. O avaliador histoldgico estava

“cego” em relagdo aos dados clinicos.
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4.8.3 Quantificacdo da porcentagem de positividade da CK7 (PCK7)

A quantificacdo da percentagem da positividade da CK7 foi acessada de acordo
com técnica desenvolvida por Santos et al. (2009), utilizando o programa Adobe
Photoshop CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc, San Jose, CA). Cada imagem
exibida no monitor foi ajustada no mesmo nivel de limiar, e a area de estruturas CK7-
positivas foi medida em pixels usando o instrumento “magic wand”. O nimero total de
pixels, por imagem se manteve constante em todos os campos. O PCK7 foi calculado
pela razao “area CK7-positiva/nimero total de pixels por imagem”. Para cada paciente a
média de PCK7 das imagens avaliadas foi calculada e registrada. O avaliador

histologico estava “cego” em relagdo aos dados clinicos.

4.8.4 Mensuracdo das variaveis espessura da tunica média arterial e diametro

luminal

Os vasos arteriais foram identificados pela parede da tdnica média marcada pelo
anticorpo antiactina humano-especifica, HHF-35 (DAKO Corporation-Carpinteria, CA).
A mensuracdo morfométrica foi realizada pelo programa Photoshop CS3 Extended 10.0
(Adobe Systems Inc, San Jose, CA), em cada vaso arterial de cada imagem previamente
captada, utilizando a ferramenta “lenght”. Os valores obtidos em cada medida foram
registrados, calculando-se, a seguir, as médias de cada vaso. O avaliador histolégico

estava “cego” em relacdo aos dados clinicos.
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4.9 Preparacdo Histologica e Imunoistoquimica

De cada amostra de tecido obtido por ocasido da laparotomia exploradora foram

utilizados oito secgdes de cinco um de espessura para:
1. Coloragdo com hematoxilina e eosina e picrossirius;

2. marcacdo com 0s anticorpos primarios reativos contra as moléculas descritas na

tabela abaixo, que inclui também as dilui¢des empregadas.

Tabela 2 - Marcadores imunoistoquimicos empregados no presente estudo.

Marcadores Fabricantes Concentrac0es
HHF-35 DAKO Corporation,Carpinteria, USA 1/100
CK7 DAKO A/S, Glostrup, Denmark 1/100
VEGF Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA 1/400
FGFb R&D Systems, Minneapolis, USA 1/10
VEGFR1 Epitomics, Burlingame, USA 1/100
VEGFR2 Santa Cruz Biotecnology Inc, Santa Cruz, USA 1/200

Abreviaturas:HHF-35-anticorpo antiactina humano-especifico, clone 35;CK7- anticorpo anti-citoqueratina 7; VEGF-fator de
crescimento do endotélio vascular; FGFb-fator de crecimento de fibroblastos basico; VEGFR1-receptor 1 do fator de crescimento do
endotélio vascular; VGFR2-receptor 2 do fator de crescimento do endotélio vascular.

A técnica imunoistoquimica foi realizada no Laboratorio de Patologia do Centro

de Pesquisas do HCPA, constando:

I.Desparafinizacao:

a. Primeira desparafinizacdo (a quente) - cortes em laminas de cola em estufa a

60° C por 12 horas.

b. Segunda desparafinizacdo (a frio) - com a seguinte ordem: xilol, 10 minutos;
alcool, 5 minutos; lavagem com agua destilada; PBS (phosphate buffered

saline) por 10 minutos (pH=7,2).
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Il. Recuperagdo Antigénica

a. Colocacdo das Iaminas em solucdo a 0,002% de &cido citrico equilibrada em
pH=6,0 com hidréxido de sodio aquecidos em banho—maria por 21 minutos

em microondas sem ferver.
b. Resfriamento gradual aproximadamente por 10 minutos.

Lavagenm em agua destilada por duas vezes e em tampdo PBS (phosphate

buffered saline) por 5minutos.

I11. Blogueio da Peroxidase Endogena

a. Colocacdo das laminas em perdxido de hidrogénio a 5% em agua destilada
em trés vezes de dez minutos. Lavagem duas por vezes em agua destilada e

em tampdo PBS por 5 minutos.

IV. Bloqueio das Reagdes Inespecificas

a. Feito com leite em pO desnatado bovino Gloria (Parmalat Brasil S/A

Industria de Alimentos, Itaperuna, RJ) diluido em PBS por 20 minutos.

V. Anticorpo Primario

a. Foi colocado diluido em tampdo PBS por 90 a 120 minutos. Lavagem por

trés vezes com tampao PBS por 5 minutos.
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V1. Anticorpo Secundario

a. Aplicou-se o Biotinylated Link Universal (Kit LSAB-Dako, Carpinteria,
Califérnia) por 30 minutos. Seguiram-se trés lavagens em tampao PBS

por 5 minutos.

b. Streptavidin-HRP  (Dako, Carpinteria,Califérnia) por 30 minutos.

Lavagempor trés vezes em tampéao PBS por 5 minutos.

C. Aplicacdo de Diaminobenzidina (DAB-Dako, Carpinteria, Califérnia)

diluido conforme fabricante. Lavagem com &gua destilada.
Deixou-se o material por 2 segundos em hematoxilina de HARRIS.
Lavagem por trés vezes em agua corrente.
Passou-se uma vez por dgua amoniacal (1,0 %).

Montaram-se as laminas.

4.10 Definicao do tamanho da amostra

Para a avaliacdo das questdes de pesquisa do presente estudo, baseamo-nos em
uma amostra de conveniéncia. Foi arrolados material anatomo-patolégico de tecido
hepatico e de vias biliares obtidos de pacientes com AB e controles ndo atrésicos por
ocasido da laparotomia exploradora no periodo de janeiro de 1986 a dezembro de 2007
e disponivel no departamento de Patologia do HCPA, respeitando os critérios de

incluséo e exclusao ja definidos.
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4.11 Analise estatistica

Inicialmente, todos os dados foram descritos como média e desvio padrdo nas
variaveis quantitativas, e frequéncias e percentual nas variaveis qualitativas. A avaliacdo
das diferencas entre variaveis quantitativas foi realizada a partir do teste t de Student e,
nas situacdes que envolveram trés ou mais grupos, utilizou-se a anélise de variancia de
um critério de classificacdo (ANOVA one-way). Nas situacdes de assimetria, foram utili-
zados os testes ndo paramétricos U de Mann-Whitney e ANOVA de Kruskal- Wallis. A
localizagdo de diferencas a partir da ANOVA de Kruskal-Wallis foi realizada pelo
procedimento de comparacdes multiplas proposto por Dunn. Nos casos de variaveis
qualitativas, foi utilizado o teste Qui-quadrado e, quando necessario, o teste exato de
Fisher. Na avaliacdo de associacdes entre variaveis ordinais e continuas empregou-se 0

coeficiente de correlagdo ndo paramétrico de Spearman.

O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05, sendo considerados de signifi-

cancia limitrofe os testes estatisticos que atingiram valores de 0,05 <P <0,1.

Os dados foram processados e analisados com o auxilio dos programas Excel

versao 2007 e SPSS versao 15.0.

4.12 Considerac0es éticas

Este estudo utilizou material histopatologico obtido durante a investigacdo de
pacientes com colestase neonatal rotineiramente realizada no Setor de Gastroenterologia
Pediatrica do servico de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Nao resultou

em aumento da permanéncia hospitalar dos pacientes, ndo teve implicagGes terapéuticas,
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ndo produziu aumento de desconforto aos pacientes, nem os colocou em risco de maior
morbimortalidade. Portanto, ndo foi necesséria a solicitagdo aos pais ou aos
responsaveis de um termo de consentimento informado. Contudo, como foram
utilizados os prontuérios dos pacientes, o autor preencheu o Termo de Compromisso

para Utilizacdo de Dados.
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5 RESULTADOS

Embora tenhamos tentado discriminar a intensidade da expressao
imunoistoquimica dos marcadores em vasos arteriais nas diferentes estruturas
vasculares positivas, ou seja, tunica média arterial e endotélio, esta diferenciacdo nao foi
possivel, pois a coloracdo se mostrou homogénea nessas estruturas.

Como mostramos a seguir, a tabela 3 apresenta a positividade de expressao dos
marcadores imunoistoquimicos VEGF, em figado e porta hepatis, FGFb, VEGFRL1 e

VEGFR2 em figado, de acordo com o0s grupos de pacientes.
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Tabela 3 - Positividade da expressdo dos marcadores imunoistoquimicosnas estruturas
hepatobiliares de acordo com os grupos em estudo.

Grupos
marcadores AB CN p
Com MEH Sem MEH Explantes
VEGF
(N=14) (N=38) (N=33) (N=7)
DB 4(28,6%) 18(47,4%) 8(24,2%) 1(14,3%) 0,137
PA 7(50,0%) 28(73,7%) 12(36,4%) 2(28,6%) 0,006
Hep 5(35,7%) 19(50,0%) 30(90,9%) 2(28,6%) <0,001
VEGFR1
(N=14) (N=35) - (N=7)
DB 5 (35,7%) 4 (11,4%) - 1 (14,3%) 0,138
PA 2(14,3%) 0 (0,0%) - 1(14,3%) 0,048
Hep 5 (35,7%) 13(37,1%) - 3(42,9%) 1,000
VEGFR2
DB (N=13) (N=34) (N=7)
5(38,5%) 21(61,8%) - 7(100,0%) 0,023
PA (N=13) (N=33) (N=6)
3(23,1%) 13(39,4%) - 5(83,3%) 0,051
Hep (N=13) (N=34) (N=7)
4(30,8%) 19(55,9%) - 7(100,0%) 0,011
FGFb
PA (N=13) (N=33) (N=7)
7(53,8%) 27(81,8%) - 6(85,7%) 0,130
EV (N=12) (N=33) (N=7)
2(16,7%) 5(15,2%) - 3(42,9%) 0,290
VEGF PH
DB (N=5) (N=11)
1(20,0%) 10(90,9%) - - 0,013
PA (N=5) (N=9)
3(60.0%) 8(88,9%) - - 0,505

Abbreviations: AB- atresia biliar; Meh- malformagao extra-hepética; CN- outras causas de colestase neonatal; VEGF- fator de
crescimento do endotélio vascular; FGFb- fator de crescimento de fibroblasto basico; VEGFR1- receptor 1 do fator de crescimento do
endotélio vascular; VEGFR2-receptor 2 do fator de crescimento do endotélio varscular;DB- ducto biliar;PA-parede arterial ; Hep-
hepatocitos; EV-endotélio venoso; PH-porta hepatis. Statistica-teste exato de Fisher.

Como observado na tabela 3, evidencia-se diferenca entre 0s grupos quanto a

positividade de expressao do VEGF em figado em duas estruturas: parede arterial

(P=0,006) e hepatocitos (<0,001). A positividade de expressdo do VEGF foi maior em

parede arterial na AB, especialmente no grupo sem MEH em relacdo a CN e explantes.

Por outro lado, a positividade de expressdo do VEGF em hepatdcitos foi maior no grupo

de explantes.
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Em relacdo ao VEGFRL1, houve diferenca quanto a positividade nos distintos
grupos em parede arterial (P=0,048), sendo menor no grupo de AB SMEH do que nos
pacientes AB CMEH e CN. Foram poucos 0s pacientes que apresentaram positividade
em parede arterial (14,3% dos grupos AB CMEH e CN). Nenhum dos 38 pacientes com
AB SMEH apresentou positividade nesta estrutura. O maior indice de positividade do

VEGFRL1 ocorreu em hepatdcitos.

O receptor 2 do VEGF A apresentou diferente indice positividade entre os
grupos tanto em ductos biliares (P=0,023) como em hepatécitos (P=0,011), sendo sua
maior expressdo nos pacientes com CIH que nos pacientes com AB. Todos 0s pacientes
com CIH tiveram expressdo positiva do VEGFR2 em ductos biliares e hepatdcitos,
enquanto nos grupos de AB, houve indices menores e variados de positividade. Isto
também pareceu ocorrer em parede arterial, porem. sem significancia estatistica (P=0,

051).

O FGFb expressou-se em parede arterial e endotélio venoso apenas, sendo maior
0s seus indices de expressdo na parede arterial. Em relacdo a essas estruturas, ndo houve
diferenca entre 0s grupos quanto a positividade de expressao.

Nos casos em que a expressdo do VEGF A foi positiva em porta hepatis,
observou-se intensa expressao do marcador. Nessa estrutura, observou-se diferenca no
indice de positividade do VEGF A em ductos biliares entre os grupos de AB, sendo

maior nos pacientes SMEH.
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Figura 5 — Caracteristicas imunoistoquimicas do VEGF Anas estruturas hepatobiliares dos pacientes em
estudo. Simbolos: setas- ramo da artéria hepatica; cabeca de seta-ducto biliar; estrela-hepatdcitos. 13- Espago porta de
necropsia de paciente sem doenc¢a hepética(200x); 1b-porta hepatis de paciente sem doenca hepéatica (200x); 1c-
Figado de paciente com atresia biliar por ocasido da Portoenterostomia (200x); 1d- detalhe do figado de paciente com
atresia biliar por ocasido da Portoenterostomia(400x); le- explante de paciente com atresia biliar (200x); 1f-1 e 1f-
2artérias em porta hepatis de paciente com atresia biliar (200x); 1g-ductos biliares em porta hepatisde paciente co
atresia biliar (200x).
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A tabela 4 relaciona as variveis relacionadas ao prognostico da AB (PCK?7,
densidade de coladgeno e idade no procedimento cirdrgico) com a positividade de

expressao dos marcadores imunosistoquimicos nas estruturas hepatobiliares.

Tabela 4 - Relacdo das variaveis PCK?7, densidade de colageno e idade no
procedimento cirdrgico com a caracteristica de expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos nas estruturas hepatobiliares

Variaveis Positiva Negativa P
VEGF PA
PCK7 7.63+4 23 3,33+3,04 <0,001
Densidade de 25 41410,39 23,0319 05 0,584
colageno
dade no 82.95+38,40 70,50+24.13 0,177
procedimento
VEGFR1DB
PCK7 8,27+4 55 5 23+4.10 0,040
Densidade de 28.59+10 60 24,339 80 0,244
colageno
Idade no 99,50+59,99 73.20424,92 0,204
procedimento
VEGFR1 PA
PCK7 8,39+6,33 5 50+4,19 0.275
Densidade de 18,66+7,72 25,40+9,99 0,258
colageno
Idade no 86,33+13,05 77.42+35,48 0,669
procedimento
VEGFR2 PA
PCK7 5,18+4,64 6.52+4,09 0,253
Densidade de 23,05+10,27 27.02+9.84 0,170
colageno
Idade no 77.90+44,99 79.00427,78 0,014
procedimento
VEGFR2 DB
PCK7 5,08+4,48 7.3743,75 0.056
Densidade de 23,43+10,53 28,09+8.66 0,101
colageno
Idade no 81,61+39,69 74,62+25,56 0,477

procedimento

Abreviaturas: PCK7- porcentagem de citoqueratina 7; VEGF- fator de crescimento do endotélio vascular; VEGFR1- receptor 1 do
fator de crescimento do endotélio; PA- parede arterial; DB- ducto biliar; VEGFR2- receptor 2 do fator de crescimento do endotélio
vascular. Método estatistico: Teste T.

Em relacdo ao VEGF em parede arterial houve diferenca entre 0s grupos com

marcacdo imunohistoquimica positiva e negativa em relacdo ao PCK7 (P<0, 001), o
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qual foi maior no grupo com expresséo positiva do VEGF. O mesmo foi observado em
relagdo ao VEGFR1 em ductos biliares (P=0,040). O PCK7 néo foi diferente entre os
grupos positivo e negativo nas outras estruturas hepatobiliares.

A densidade de colageno e a idade por ocasido do procedimento cirdrgico ndo
foram diferentes entre os grupos positivo e negativo em nenhuma das estruturas
avaliadas.

A tabela 5 apresenta a associacdo da positividade de expressdo
imunoistoquimica do VEGF em estruturas hepatobiliares com as variaveis Grupo e

PCK7.

Tabela 5 - Associacao da positividade de expressao imunoistoquimica do VEGF em
estruturas hepatobiliares com as variaveis grupo e PCK7

Variaveis OR IC 95% P

VEGF DB
Grupo 2,089 (0,517,8,437) 0,301
PCK7 1,187 (1,016;1,387) 0,031
VEGF PA
Grupo 2,946 (0,712;12,187) 0,136
PCK7 1,257 (1,021;1,547) 0,031
VEGF hep
Grupo 1,452 (0,380;5,555) 0,586
PCK7 1,184 (1,014;1,382) 0,032

Abreviaturas: OR- odds ratio; IC- intervalo de confianga; VEGF- fator de crescimento do endotélio vascular;
PCK7- porcentagem de positividade de citoqueratina 7; DB- ducto biliar; PA- parede arterial; hep- hepatdcitos.
Método estatistico: Regressao logistica.

Em analise multivariada por regressao logistica, conforme tabela 5, observou-se que foi
0 PCK7 e ndo o grupo de pacientes com AB que determinou a positividade expressdo
do VEGF tanto em parede arterial (P=0, 031), ducto biliar (P=0,031) quanto em
hepatocitos (P=0,032).

A tabela 6 relaciona a REMD com a positividade do VEGF nas estruturas

hepatobiliares.
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Tabela 6 - Relacdo da razéo espessura de tanica média/diametro luminal com a positividade
do VEGF nas estruturas hepatobiliares

Razao espessura de tunica média /
Variavel diametro luminal

Mediana (11Q 0,25; 0,75) P
VEGF Ducto biliar
Positivo 0,70 (0,56;1,10) 0,016
Negativo 0,60 (0,50;0,70)
VEGF Parede arterial
Positivo 0,70 (0,57; 0,87) 0,044
Negativo 0,50 (0,46; 0,71)
VEGF hepatocitos
Positivo 0,70 (0,60; 0,84) 0,076
Negativo 0,70 (0,48; 0,72)

Abreviaturas: VEGF- fator de crescimento do endotélio vascular; 11Q- intervalo interquartil.
Teste estatistico: Mann-Whitney.

Na tabela acima, observamos que houve diferenca nos valores da REMD entre
0s grupos de expressdao do VEGF positiva e negativa nas estruturas ducto biliar
(P=0,016) e parede arterial (P=0,044), sendo mais espessas as paredes arteriais nos

casos com positividade para o VEGF.
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6 DISCUSSAO

Ao avaliarmos nossos achados, 0s seguintes quentionamentos nos inquietaram:
e Ser& a hipdxia a principal causa do aumento de expressdo do VEGF em nossos
pacientes?
e Qual a causa da provavel presenca de hipdxia em artérias e ductos portais?
e Quais os possiveis mecanismos pelos quais 0s colangidcitos induzem a fibrose

na AB?

Assim, tentaremos respondé-los, mas ndo antes de fazer algumas consideracgdes.

6.1 Consideracdes gerais

A possibilidade de ser a hipoxia um elemento importante no determinismo da
etiopatogenia da AB estimulou a investigacdo da expressdo do principal fator
angiogénico envolvido na hipoxia e de seus receptores.

O VEGF A é um fator de crescimento angiogénico que age mantendo a
sobrevivéncia das células endoteliais, aumentando a permeabilidade vascular, causando
dilatacdo vascular e estimulando a expressdo de proteases associadas a degradacdo da
matrix extracelular (FERRARA et al., 2003). Em figados normais, a expressao leve de
VEGF A € observada difusamente no parénquima e ndao ocorre expressao intensa em
ductos biliares, nem em vasos (FABRIS et al., 2006). A expressdo € maior nos
hepatocitos circundantes das veias centrolobulares (GAUDIO et al., 2006). Alguns
autores descreveram uma expressao citoplasmatica nas células de Kupffer, alem de uma

expressao leve na membrana do epitélio de ductos e ductulos biliares (GOUW, 2006).
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Durante o desenvolvimento embrioldgico, o VEGF A estimula a migragdo de
brotos capilares que originam o leito vascular. Segundo Fabris et al. (2006), as células
epiteliais dos ductos biliares no feto, e ndo a parede arterial, € que expressam VEGF A
por IHC. Além da angiogénese fisiologica, o VEGF A também participa da angiogénese

patoldgica em varias situacdes, sendo algumas citadas abaixo:

Quadro 2 - Atuacdo do VEGF na angiogénese patoldgica

Cicatrizacao de feridas Tammela et al. (2003)

Crescimento tumoral Schoenleber et al.(2009)

Artrite reumatoide Akavani et al.(2009)

Retinopatia isquémica Zhao S et al.(2009)
Psoriase Xia et al. (2003)
Aterosclerose Tammela et al.(2003)

Arteriopatia pulmonar plexigénica | Geiger et al. (2000)

Abreviatura: VEGF- Fator de grescimento do endotélio vascular.

No desenvolvimento intrauterino, de cinco a 15 semanas, a expressao
imunoistoquimica do VEGFA ¢é detectada difusamente em todos os hepatocitos, com
um padrdo granular citoplasmatico. Entre 15 e 25 semanas, a expressao do VEGF A nos
hepatocitos diminui progressivamente, exceto em torno da placa ductal, num processo
que se inicia na regido central do primérdio hepatico, espraiando-se para a periferia. Tal
expressao se reduz progressivamente, ndo sendo mais detectavel por imunoistoquimica
apos as 40 semanas gestacionais (GOUYSSE et al., 2002).

Enguanto um incremento até certos niveis da concentracdo de VEGF A conduz a
angiogénese de vasos normais, aumentos expressivos na sua concentracdo resultam na

formacdo de vasos anormais, frageis, morfologicamente irregulares, como 0s vasos
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tumorais e com lumens aumentados (MAC GABHANN et al., 2006; OZAWA et al.,
2004; BANFI et al., 2005).

De acordo com Tsuzuki et al.(2000), VEGF A € o principal fator angiogénico
induzido por hipoxia e expressa-se em muitos tecidos corporais (GAUDIO et al.,
2006). Além da hipoxia, a atividade do VEGF A é também induzida por hipoglicemia,
acidose e fatores de crescimento como, EGF, TGF-a, TGF-B, fator de crescimento
queratinocitico, IGF e FGF (FERRARA et al., 2003). Nas doencas hepaticas cronicas, a
expressao do VEGF A em células epiteliais por IHC ocorre em diferentes sitios. Em
modelos animais de cirrogénese por CCL4 e por ligadura de ducto biliar comum, hd um
aumento progressivo de vasos sanguineos limitados por septos fibrosos que esta
associado ao aumento progressivo da expressdo de VEGF A em hepatdcitos por IHC,
ultrapassando pelas areas pericentral e periportal (VANHEULE et al., 2008). GAUDIO
et al. (2006) observaram que também os ductos biliares sobre-expressavam VEGF A
por IHC em modelos animais de ligadura de ductos biliares. Rosmorduc et al. (1999)
observaram correlacdo entre a reacdo ductular neste modelo animal e o progressivo
aumento da angiogénese e, de acordo com esses autores, a sobre-expressao do VEGF A
ocorreu em hepatdcitos e foi secundaria a hipoxia associada ao processo colestatico
obstrutivo. A expressdo do FGFb ocorreu mais tardiamente. Na cirrose biliar primaria,
por outro lado, existe uma intensa expressdo de VEGF A por IHC, nas células
endoteliais sinusoidais, principalmente na periferia dos espacos-porta afetados
(MEDINA, et al., 2005). Nos pacientes HCC a expressdo do VEGF A € intensa nos
hepatocitos tumorais, nas células endoteliais vasculares e nos colangiocitos (MISE et
al., 1996). Parece haver relacdo entre o aumento da percentagem de hepatocitos
positivos com o maior grau de diferenciacdo tumoral e o endotélio dos vasos

intratumorais parece mais fortemente positivo nos HCC moderadamente e pouco
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diferenciados (UEMATSU et al., 2005). Mesmo o0s hepatdcitos ndo tumorais de
pacientes com HCC expressam VEGF A mais intensamente que hepatdcitos de
pacientes sem HCC (EL-ASSAL et al., 1998).

Fabris, et al. (2006a) estudaram a expressdao imunoistoquimica hepética do
VEGF, angiopoietinas 1 e 2 e de seus receptores (VEGFR-1 e 2, Tie2) nas doencas
policistica autossomica dominante (ADPKD), de Caroli e em figados normais e de
fetos. Os autores observaram que, consistente com a existéncia de um fendtipo imaturo
no epitélio cistico biliar, a expressdo dos VEGF A, VEGFRs, Angl e Tie-2 apresentou-
se fortemente sobrerregulada nos colangidcitos das doencas policisticas hepaticas. O
VEGF A e a Angl apresentaram efeitos proliferativos: 1) autocrino sobre o crescimento
dos colangidcitos e 2) paracrino sobre a vasculatura portal, assim promovendo o
crescimento dos cistos e de seu suprimento vascular. No caso da ADPKD, portanto, o
defeito no gene que produz essa doenca, levando a manutencdo de epitélio biliar
imaturo primitivo, induz a um distdrbio na expressdo de VEGF, alem de Ang-1
localizada especificamente no figado.

Em pacientes com rejei¢do cronica pos-TxH, existe um aumento da intensidade
de expressdo do VEGF A por IHC em ductos biliares, associada com o aumento do
namero de microvasos e ductulos (GOUW et al., 2006).

Em estudo de isquemia biliar em ratos, Beussier et al.(2005) observaram, apos
dois dias de privacdo de sangue arterial completa, presenca de expressdo IHC do VEGF
A tanto em parede vascular arterial como em ductos biliares evidenciando isquemia. Os
autores, entdo, conseguiram relacionar a ocorréncia de hipéxia com a producdo de
VEGF pelos colangiocitos e parede arterial. Nossos achados sdo similares ao que ocorre
em modelo animal apds completa deprivacdo do fluxo arterial em ductos biliares extra-

intra-hepaticos desenvolvido por Beaussier et al. (2005). Nés avaliamos a expressdo do
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VEGF A na AB em dois momentos distintos: na PE e no TxH. Como pode ser visto na
tabela 4, na PE, a sobre-expressdo do VEGF A localizou-se principalmente nos espagos-
porta e de maneira especial na parede arterial. Por outro lado, por ocasido do TxH, a
expressdao do VEGF A na AB apresentou um padrdo caracteristico de cirrose, isto &,
predominantemente intralobular. Os achados, por ocasido da Portoenterostomia,
assemelham-se, portanto, a0 modelo de deprivacdo sanguinea total as estruturas portais

desenvolvido por Beaussier et al.(2005).

6.2 Hipoxia e expressdo de VEGF A e seus receptores e FGFb

Sera a hipoxia a principal causa do aumento de expressdo do VEGF A em
nossos pacientes?

Por a hipoxia mostrar-se como o principal mecanismo sobrerregulador de VEGF
A e seus receptores 1 e 2 in vivo, Gerber et al. (1997) estudaram, in vitro, sob
condicdes de hipoxia a expressao do VEGFR1 e VEGFR2. Eles observaram uma sobre-
expressdo do VEGFR1 e nenhuma ou pouca expressdao do VEGFR2. Os autores, entéo,
identificaram os elementos regulatdrios envolvidos na resposta dos receptores do VEGF
A a hipdxia. Eles isolaram a regido promotora do gene do VEGFR1 e do VEGFR2 de
ratos e testaram em conjuncdo com o gene relator da luciferase. A hipdxia levou a uma
intensa ativacdo por transcricdo do promotor do VEGFR1, enquanto a transcripcao do
promotor do VEGFR2 praticamente ndo ocorreu. Uma andlise de delecdo promotora
demonstrou uma regido especifica do promotor do VEGFR1 que parece ser necessaria
para a ativacdo da transcricdo requerida em resposta a hipoxia. Gaudio et al.(2006)
descreveram que uma importante diminuicdo do fluxo sanguineo da artéria hepatica em

ratos com LDB induz, a reducgdo na expressdo do VEGFR2, em ductos biliares. J& o
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VEGFR1 ndo foi expresso em colangidcitos tanto em ratos normais como também nos
que sofreram LDB. Assim, a hipoxia seria determinante na diminuicdo da expressdo do
VEGFR2, reforcando nossa hipdtese de ser o mecanismo hipoxico/ isquémico o
principal fator causal na AB. N6s também ndo encontramos expressdo IHC de VEGFR1
em tecido hepético dos pacientes com AB e com CIH, mas observamos que o0 VEGFR2
teve sua maior expressao nos pacientes com CIH em relagdo ao pacientes com AB.
Possivelmente, isso tenha ocorrido por ndo ser a hipoxia, apesar de existir, o principal
agente causador da hepatopatia nos pacientes com CIH.

Rosmorduc, et al. (1999), utilizando modelo experimental de ligadura de ducto
biliar, relacionou a hipoxia com a expressdo do VEGF A em hepatdcitos. Para a
caracterizacdo da hipdxia em tecido hepatico, os autores utilizaram o pimonidazole,
composto que é reduzido, ativado e ligado covalentemente por macromoléculas em
células sob baixas concentragcdes de oxigénio. Houve, apds a terceira semana de LDB,
um padrao de expressdo de pimonidazole similar a do VEGF A em hepatdcitos. O FGFb
teve sua expressdo detectada mais tardiamente e sem respeitar o padrao de expressao do
VEGF A e do pimonidazole. Portanto, os autores sugeriram a hipéxia como fator
responsavel pela expressdao do VEGF A em hepatocitos em modelos de LDB, o que ndo
se aplicaria ao FGFb.

Corpechot et al. (2000) relacionaram a extensdo da expressdo do VEGF A em
explantes de figados cirréticos a hipdxia, a qual pode ter sua origem de mecanismos
diversos. Como esses autores, nés também identificamos uma intensa expressdo de
VEGF A em hepatécitos do material de explante de nossos pacientes. Honsawek et al.
(2008) sugeriram a associacdo do FGFb sérico com a patogénese do processo
inflamatdrio em pacientes com AB pds-Portoenterostomia, perpetuando a hipertensao

porta nesses pacientes.Em nossos resultados, a expresséo do FGFb foi observada
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principalmente em PA, sem haver, contudo, sobre-expressdao de FGFb nos pacientes
com AB, em comparagdo com CIH.

Brogi et al., em 1994, descreveram que tanto o VEGF como o FGFb, eram
sobre-expressados em células musculares lisas quando o aumento do VEGF A era
indiretamente causado por citocinas; quando era causado por hipoxia, somente 0 VEGF
A era sobre-expressado.

Estes achados sugerem que a hipoxia possa ser o principal evento causador da
expressdo do VEGF A observada na parede arterial do tecido hepéatico de nossos

pacientes, por ocasido da Portoenterostomia.

6.3 Hipoxia e estruturas portais

Qual a causa da provavel presenca de hipdxia em artérias e ductos portais?

Segundo Ankoma-Sey et al., (2000), durante a fibrogénese, o excesso de MEC
oferece resisténcia ao fluxo biliar e ao transporte de oxigénio, induzindo a hipoxia
tecidual e levando a sobre-expressdo do VEGF A o qual, por sua vez, também induz
fibrogénese (YOSHUJI et al., 2006). Como na AB existe uma intensa expansdo portal,
devido a presenca edema e fibrose, como também infiltracdo inflamatdria e proliferacao
ductal/ductular (SANTOS et al, 1998), talvez essas alteracGes promovam distor¢do
mecanica na estrutura arterial determinando hipdxia/isquemia.

Nossos achados mostram que a extensa proliferacdo biliar foi um fator
determinante para a positividade do VEGF A nas estruturas portais na
Portoenterostomia. E sabido que a proliferaco biliar induz & sobre-expressdo do VEGF
A na tentativa de desenvolver novos vasos arteriais organizados para nutrir 0s

neocolangiocitos e garantir sua sobrevivéncia celular e a diminuicdo da apoptose
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(GAUDIO et al., 2006). Por outro lado, 0 VEGF A produzido por colangiécitos, por
mecanismo autdcrino, estimula a proliferagdo biliar (GAUDIO et al., 2006). De acordo
com Gaudio et al. (2006), o VEGF A tem funcdo importante, também por mecanismo
parécrino, na proliferacdo de colangidcitos e o bloqueio de sua acdo induz apoptose
nessas células. Ainda é possivel que haja compressdo mecanica dos vasos arteriais
causada pela expansdo das estruturas biliares. Concordamos com Johnstone et al.(1976)
e Alpini et al., (1989) em que o proliferacdo biliar possa ser incapaz de restaurar o
fluxo biliar, persistindo a colestase com intensa neocolangiogénese. Mantém-se, deste
modo, o insulto agressivo. De fato, sabe-se que a proliferacdo biliar pode ter efeito
deletério ao estimular a fibrogénese (KINNMAN et al., 2002; KINNMAN et al., 2003).
Corroborando esse fato, nosso grupo recentemente avaliou, por método morfométrico, a
percentagem de positividade de CK7 (marcador imunoistoquimico de estruturas
biliares) em figados de pacientes com AB por ocasido da Portoenterostomia e observou
que a proliferacéo biliar foi o fator independente determinante de mau prognéstico pds-
operatorio. Neste estudo, a positividade do CK7 foi observada em ductulos periportais e
periseptais, bem como em células distribuidas no parénquima hepéatico, com variavel
grau de severidade entre os diferentes casos. A positividade de CK7 teve como ponto de
corte para o efeito maximo de sobrevida com figado nativo no primeiro ano de vida o
valor de 10.8%. Sobreviveram com seu figado nativo até o fim do primeiro ano de vida
87,9%5,7% dos pacientes com PCK7 menor que 10.8%(p<0,001) (SANTOS et al.,
2009). Observando a figura abaixo, podemos identificar a intensa proliferacdo ductular
em figado de pacientes com AB, a qual foi associada por Santos et al. (2009), a um pior

prognostico no primeiro ano de vida.
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Figura 6 - Proliferacao ductular-PCK?7 em figado de pacientes com AB. A, figado com
alta PCK7(15%). Reagdo ductular periportal/periseptal (setas) e células
distribuidas pelo parénquima hepético (cabecas de seta). B,figado com pouca
positividade de CK7(1.23%).

(Fonte: Santos et al., 2009)
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6.4 Colangidcitos e fibrogénese

Quais sdo os possiveis mecanismos pelos quais os colangiécitos induzem a
fibrose na AB?

Os colangiocitos podem estimular a fibrogénese portal por diferentes
mecanismos: 1) estimulacao da fibrogénese celular portal através da liberacdo de fatores
pré-mitogénicos, pro-fibrogénicos, quimiotaticos e antiapoptéticos (BEAUSSIER et
al.,2007; KINNMAN et al.,2003); 2) ativacdo de miofibroblastos portais (KRUGLOV
et al., 2006), ou 3) diretamente, agindo na acumulagdo de MEC (MURAWAKI et
al.,1997). Mas evidéncias recentes apresentam ainda outro mecanismo: em doencas
hepaticas cronicas em humanos, as células que formam ductos biliares de pequeno e
médio tamanho e a reacdo ductular sofrem transicdo epitelio-mesenquimatosa,
resultando em formacéo de fibroblastos invasivos. O processo € provavelmente guiado
por TGFp local, secretado por células T (RYGIEL et al., 2008), e regulado por Sonic-
hedgehog (OMENETTI et al., 2008).

Na tabela 5, pode ser observada a relacdo estatisticamente significativa entre
PCK7 e VEGF A na PA (p <0, 001) e, na tabela 6, demonstra-se que a expressdo do
VEGF A se associa a positividade do CK7. Por outro lado, o disturbio que sobrerregula
0 VEGF A em parede de artérias portais sugere isquemia, e a anormalidade biliar
presente na AB parece originar-se de um processo por uma Unica via. Como pode ser
visto na tabela 3, analisamos a expressdo do VEGF A no porta hepatis de 16 pacientes,
e observamos a presenca de artérias distorcidas, com camada muscular irregular e/ ou
espessada, achado esse descrito previamente por outros autores (GAUTIER et al.,1981).
Houve intensa expressdo do VEGF A, reconhecido importante marcador angiogénico de

hipdxia, nas artérias e nos ductos biliares remanescentes. Esses achados demonstram
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que 0 processo hipoxico/isquémico, o qual estid afetando também as estruturas do
espaco porta, principalmente a parede arterial, estd ainda presente ajusante, agindo no
sitio da obstrucdo dos ductos biliares extra-hepaticos. Interessantemente, no porta
hepatis, nds observamos uma diferenca no indice de positividade do VEGF A entre 0s
grupos de AB com e sem MEH, sendo maior no segundo grupo. Esses achados de
diferentes padrBes de hipdxia do epitélio biliar no porta hepatis nas formas clinicas
podem sugerir que o insulto causal atue em diferentes momentos da doenga. Talvez a
hipoxia ndo seja o principal fator envolvido no determinismo da forma embribnica de
AB.

Em relacdo aos receptores do VEGF A, nds observamos, como apresentado em
nossos resultados, que a expressao reduzida do VEGFR2 em pacientes com AB, tanto
em DB como em hepatdcitos, sendo sua maior expressao identificada nos pacientes com
CIH que nos pacientes com AB. N&o encontramos, na literatura, até 0 momento, outro
estudo que tenha avaliado a expressdo dos receptores de VEGF A nos pacientes com
AB para comparar com 0s nossos resultados. Mas sabemos que o VEGFR2 pode
expressar-se em figados de pacientes normais e com hepatopatias (FERRARA, 2004).
Talvez, por isso, ndo nos tenha surpreendido a caracteristica de expressdo do VEGFR2
em nossos achados.

Em estudos experimentais, Gaudio et al. (GAUDIO et al., 2006;GAUDIO et al.,
2006a; GAUDIO et al., 2006b) observaram fatos extremamente interessantes: 1) ratos
que sofreram apenas ligacdo de ducto biliar (LDB) apresentaram proliferacdo de plexo
peribiliar e sobre-expressdo de VEGF A e VEGFR2 em ductos biliares; 2) ratos que
sofreram ligacdo da artéria hepatica (LAH) associada com LDB ndo apresentaram
proliferacdo do PVP como os ratos que sofreram apenas LDB; 3) o tratamento com

VEGF A recombinante (r-VEGF A) preveniu a auséncia de proliferagdo do PVP, em
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ratos com LAH; 4) a LAH diminuiu o nimero de colangidcitos positivos para VEGF A
e VEGFR2; e o uso de r-VEGF A reestabeleceu a expressdao de VEGF-A e VEGFR2
nos ratos com LAH e com LDB. Esses autores apontam que uma dréstica reducdo do
fluxo sanguineo da artéria hepéatica em ratos com LDB induz, além da reducgdo
daproliferacdo do PVP, a reducédo tanto do VEGF A como do seu receptor VEGFR2,
em ductos biliares. Essa reducdo levara, eventualmente, a apoptose das células do

epitélio biliar e ao desaparecimento biliar.

Lesdo obstrutiva biliar

Oclusao arterial )
Necessidade de PVP

h

|VEGFR2
Proliferacéo biliar |VEGF A em DB

l &

_}HipoxemiaTVEGF A
EM—Fibrogénese

Figura 7 - Diminuicdo da expressdo de VEGFA e VEGFR2 por ocluséo de artéria hepética e ducto biliar.

Nossos achados mostram que o VEGFR2 estd diminuido em ductos biliares de
pacientes com AB, sugerindo a possibilidade de que, nessa desordem, exista um quadro
de bloqueio da artéria hepatica associado a obstrucdo mecanica dos ductos biliares.
Como anteriormente referido no estudo experimental de Gaudio, a obstrucdo mecanica
da via biliar associada a LAH promoveu a diminuicdo do VEGF A. Nossos pacientes
com AB ndo apresentaram padrdo similar de expressdo do VEGF A em DB. Mas
também ndo houve aumento do VEGF A como poderia ser esperado nos quadros de
obstrucdo biliar isolada. Tais constatacfes, porém, ndo excluem a possibilidade de haver

regulacdo reduzida de VEGF A e VEGFR2 em ductos biliares. Talvez ndo tenhamos
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observado essa reducdo por ser ela tempo-dependente e por nos estarmos observando
apenas uma etapa do desaparecimento os ductos biliares na AB.

Nos postulamos que a artéria hepatica possa estar influenciando, via mecanismo
parécrino, a positividade do VEGFR2 nas estruturas biliares, levando a proliferacdo
biliar. Isto ocorreria por via similar aquela dos ductos biliares quando estimulam a
producdo de VEGF A na parede arterial.

As alteracGes histopatolégicas dos ramos intra-hepaticos da artéria hepatica tém
sido observadas em pacientes com AB. Stowens (1963); Brough & Bernstein (1969);
Ho et al. (1993); Kobayashi et al. (2003); Uflacker & Pariente (2004) e outros autores
sugeriram que essa anomalia da artéria hepatica pode representar o evento inicial desta
doenca. Em nossos resultados, observamos a relacéo entre a expressdo do VEGF A nas
estruturas hepatobiliares, principalmente em DB, e 0 espessamento da camada média
dos ramos da artéria hepatica. Em 2005, nosso grupo detectou por método
morfometrico: 1) a existéncia de espessamento da camada média dos ramos da artéria
hepatica em pacientes com AB por ocasido da Portoenterostomia, sugestivo de
remodelamento vascular; 2) a progressdo do remodelamento vascular no periodo entre a
Portoenterostomia e o TxH, e; 3) uma presumivel relacdo entre o espessamento da
camada média arterial e a rarefacdo dos ductos biliares. No periodo entre a
Portoenterostomia e o TxH, o remodelamento vascular pareceu estender-se dos maiores
ramos arteriais centrais para 0s menores ramos periféricos. Desse modo, uma
arteriopatia poderia induzir o desarranjo de todo o sistema hepatobiliar, incluindo ductos
biliares, veias e nervos, bem como as proprias paredes arteriais, todos nutridos por
sangue arterial. Dados do presente estudo apresentados anteriormente, sugerem que a
producdo de VEGF A em ductos biliares e em parede arterial estd associada ao

espessamento da camada média arterial em pacientes com AB. Geiger et al. (2000)
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demonstraram que o VEGF A esté implicado na atividade angioproliferativa das formas
graves de arteriopatia plexogénica pulmonar, caracterizada por intensa hiperplasia da
camada média arterial, visto que a expressdo do VEGF A foi mais frequente e intensa na
tinica média e no endotélio de pacientes com esse nivel de hipertensdo pulmonar em
comparacdo com as formas mais leves da doenca. Nas artérias, além da expresséo
endotelial, o VEGF A se expressou nas células musculares lisas, onde pode ser
sintetizado.

Yang et al. (2004) demonstraram importante papel do VEGF A na inducéo da
migracdo das CML, fendmeno importante na angiogénese e na remodelagem
microvascular patoldgica, observada em condi¢Ges, como malformacdes arteriovenosas
cerebrais, arteriosclerose, além da hipertensdo pulmonar (YAO, et al., 2007). Richard,
et al. (2000) observaram que a expressdo do VEGF A nas células musculares lisas
vasculares apresenta caracteristicas Unicas, sendo induzida por agonistas como
angiotensina Il, trombina, PDGF, serotonina e, em menor intensidade, o FGF2.

Em relacdo a proliferagdo de CML, o VEGF A atua indiretamente, aumentando
o efeito mitogénico de outros fatores. O VEGF A aumenta a resposta mitogénica do
FGFb em células musculares lisas in vivo via expressdo de fms-like tyrosine kinase-1
(COUPER et al., 1997), agindo sobre o influxo de célcio para as CML (CHANDRA et
al., 2005). Parente et al., (2004) demonstraram que, na presenca de hipoxia, o VEGF A
e 0 MCP-1, juntos, sdo responsaveis pela proliferacio de CML vasculares. E
interessante destacar que 0 MCP-1 atua também na regulacdo de transformacéo epitélio
mesenguimal dos ductos biliares em miofibroblastos (KRULOV et al., 2006).

Nosso trabalho apresenta limitacGes para a sua interpretacdo. O fato de inexistir
publicacdo prévia sobre a expressdo de VEGF A e seus receptores em casos de AB

dificulta a analise dos resultados. No entanto, nossos resultados mostram-se relevantes,
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considerando que a existéncia de hipoxia parece estar diretamente envolvida no

processo atrésico.
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7 CONCLUSOES

Este estudo permitiu-nos chegar as seguintes conclusdes:

1. Foi possivel avaliar a expressdo imunoistoquimica dos fatores de crescimento
VEGF A e de seus receptores VEGFR1 e VEGFR2, como também a expressdo
do FGFb, em estruturas hepatobiliares de pacientes com AB.

2. Houve relacdo estatisticamente significativa na expressdo do VEGF A entre
pacientes com AB por ocasido da PE e TxH e aqueles com outras causas de
CIH. O VEGF A em figado de pacientes por ocasido da Portoenterostomia foi
especialmente expressado em estruturas portais, principalmente na PA, enquanto
no figado de pacientes por ocasido do TxH, foi mais expressado no parénquima.

3. O VEGF A foi fortemente expressado no porta hepatis dos pacientes com AB,
tanto nos ductos biliares remanescentes como na PA, as quais se encontram
espessadas e irregulares. O indice de positividade do VEGF A foi maior nos
pacientes com AB sem MEH,;

4. Poucos pacientes expressaram VEGFR1 em PA e o maior indice de positividade
do VEGFR1 ocorreu em hepatocitos dos pacientes com AB sem MEH;

5. O VEGFR2 foi menos expressado em ductos biliares de pacientes com AB que
em pacientes com CIH, o que também ocorreu em hepatdcitos;

6. N&o existiu diferenca no indice de positividade do FGFb nas estruturas portais
entre 0s grupos. Observamos que a positividade do VEGF A foi de forma
independente, correlacionada com a extensdo de proliferacdo biliar avaliada por
PCK7, mas ndo com idade por ocasido da PE ou extensao de colageno;

7. Finalmente, a positividade do VEGF A em ductos biliares e parede arterial foi

associada com o espessamento da camada média arterial.
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Nossos achados sugerem que um processo isquémico, associado ao
comprometimento ductal/ductular, contribui de forma determinante para a
evolucdo da lesdo hepética na AB e teria sua origem em porta hepatis com

comprometimento das paredes arteriais.
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Anexo | - PROTOCOLO HISTOPATOLOGICO

Nome: N° Caso
Registro
Grupo:
1. Atresia biliar comPOE () semPOE( )

2. Outras causas de colestase neonatal

Idade: ( )dias () anos

MARCADOR IMUNOISTOQUIMICO:

Expressdo imunoistoquimica

Vasos arteriais:
Tanica media: intensidade O( ) 1( ) 2( ) 3( )
Endotélio: intensidade O( ) 1( ) 2( ) 3()

OUTRAS ESTRUTURAS

Ductos biliares: intensidade 0( ) 1( ) 2( ) 3()
Hepatdcitos: intensidade 0( ) 1( ) 2( ) 3()
Endotélio venoso: intensidade O( ) 1( ) 2( ) 3()

Intensidade de cor de marcacéo das estruturas (World J Gastroenterol
2004; 10(16):2323-2326):

0. ndo apresenta coloracao;

1.coloracdo amarelo claro;

2.coloracd@o amarelo escuro;

3.coloracdo marrom com distribuicdo granular.

Sao consideradas positivas as estruturas com intensidade 2 e 3.
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