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RESUMO

A atresia biliar (AB) é uma doenga da infancia caracterizada por uma
colangiopatia esclerosante progressiva que leva a obstrucdo biliar. O tratamento de
escolha é a portoenterostomia, cujo prognostico € relacionado a idade do paciente na
época da cirurgia e a varidveis histologicas como a extensdo da fibrose e da reacéo
ductular. O espessamento da tlnica média (TM) sugere uma arteriopatia na patogenia da
AB. NoOs avaliamos a expressdo do sistema angiopoietinas (ANGPT)/receptor
tirosinaquinase com dominios imunoglobulina e EGF(endotelial growth fator) like
(Tie2) no figado de pacientes com AB e com colestase intra-hepatica (CIH),
correlacionando com espessamento da TM, com varidveis associadas a gravidade da
doenca e com o progndstico pds operatério. Métodos - A expressdo da ANGPT1,
ANGPT2 e Tie2 foi feita com o método de PCR quantitativo em amostras de figado
obtidas de pacientes com AB (n23) na ocasido da portoenterostomia e de criangas de
idade semelhante com CIH (n7). As variaveis histoldgicas foram analisadas por método
morfométrico. Resultados - A ANGPT1 e a ANGPT2 apresentaram expressao
aumentada no grupo com AB em comparacdo com o grupo com CIH (P=0,024 e
P=0,029, respectivamente). No grupo com AB, a expressdo das ANPTs correlacionou-
se positivamente com a espessura da TM (ANGPTL1: rs=0,59, P=0,013; ANGPT2:
r==0,52, P=0,032) e ndo teve correlacdo com variaveis associadas a gravidade da
doenga. O Tie2 e as ANGPTSs correlacionaram-se negativamente (ANGPTL1: r,=-0,73,
P<0,001; ANGPT2: rs=-0,54, P=0,007). Conclusdo - Na AB ha uma expressao
aumentada da ANGPT1 e da ANGPT2 e uma correlagéo positiva desta expressao com a
espessura da TM, mas, ndo com a idade na ocasido da portoenterostomia ou com

variaveis histoldgicas associadas com a gravidade da doenca na época do procedimento.



ABSTRACT

Background- Biliary atresia (BA) is an infantile disorder characterized by progressive
sclerosing cholangiopathy leading to biliary obstruction. First line treatment of BA is

hepatoporto-enterostomy, whose prognosis is related to age at surgery and to histologic
variables such as extent of fibrosis and ductular reaction. Hepatic arterial medial
thickening (MT) suggests an arteriopathy in BA pathogenesis. We evaluated the
expression of angiopoietin (ANGPT)/tyrosine kinase with immunoglobulin-like and
EGF-like domains 2 (Tie2) system in livers from patients with BA, correlating with
MT, variables associated with disease severity and postoperative prognosis. Methods-
ANGPT1, ANGPT2 and Tie2 expressions were assessed by gPCR in liver samples
obtained from BA patients (n=23) at portoenterostomy and age-matched infants with
intrahepatic cholestasis (IHC, n=7). Histologic variables were morphometrically
assessed. Results- ANGPT1 and ANGPT2 were overexpressed in BA in comparison
with THC (respectively, P=0.024 and P=0.029). In BA, ANGPTs' expression was
positively correlated with MT (ANGPT1:rs=0.59, P=0.013; ANGPT2:rs=0.52,
P=0.032), not with variables associated with disease severity. Tie2 and ANGPTs'
expressions were negatively correlated (ANGPT1: rs=-0.73, P<0.001; ANGPT2: rs=-
0.54, P=0.007). Conclusion- In BA there is overexpression of both ANGPT1 and
ANGPT2 correlated with MT but not with age at portoenterostomy or with the

histological variables associated with disease severity at the procedure.
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1. INTRODUCAO

A atresia biliar (AB) é uma doenca exclusiva da infancia, caracterizada pela
obstrucdo dos ductos biliares extra-hepaticos e por uma colangiopatia intra-hepatica que
progride independente da realizacdo do tratamento cirurgico (portoenterostomia) em até
8 semanas de vida, periodo associado a melhor prognostico pds operatorio

(BALISTRERI et al., 1996; SANTOS et al., 2010).

Os achados histopatoldgicos observados na bidpsia hepéatica por ocasido da
portoenterostomia, tais como a extensao da fibrose, auxiliam na predi¢do do prognostico
(WEERASOORYA et al., 2004; PAPE et al, 2009). A quantificacdo da reacéo
ductular, parece ser Gtil na determinacdo da sobrevida do figado nativo (sobrevida sem

transplante hepatico) em um ano (SANTOS et al., 2009).

Invariavelmente, os pacientes com AB evoluem com fibrose hepética e, na
maioria dos casos, com cirrose, sendo esta doenca a principal causa de transplante

hepético na infancia. (SANTOS et al., 2010; SOKOL, MACK, 2001)

A etiologia da obstrucdo extra-hepatica e da colangiopatia progressiva que leva a
cirrose ainda precisa ser esclarecida. Acredita-se que exista mais de um fator envolvido
na génese e na persisténcia da colangiopatia (SANTOS et al., 2010; SANTOS et al.,

2010; TUCKER et al., 2007).

Estudos em AB demonstraram a presenca de ramos arteriais periféricos
dismorficos, com irregularidade de contornos e sinais de oclusdo ao estudo
arteriografico (UFLACKER, PARIENTE, 2004). Estudos ultrassonograficos e de
tomografia computadorizada demonstram dilatacdo do limen arterial no porta hepatis,
principalmente nos estagios iniciais da doenca sugerindo um bloqueio do fluxo

sanguineo localizado nos vasos intra-hepaticos (HUMPHREY et al., 2007; KIM et al.,
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2007; LEE, et al., 2009; CARUSO et al, 2010). As arteriolas apresentam espessamento
da tdnica média desde a portoenterostomia até o transplante hepatico. As artérias do
porta hepatis encontram-se tortuosas e com paredes espessadas. Existe, portanto, um
remodelamento vascular como consequéncia de eventos hipdxico/isquémicos que
acontecem no espacgo porta e no porta hepatis (SANTOS et al., 2005; EDOM et al.,
2011). Tais estudos, tornam relevante estudar o comportamento de um sistema de
fatores angiogénicos, as angiopoietinas 1 e 2 e seu receptor tirosinaguinase com
dominios imunoglobulina e EGF like, Tie2, no figado de pacientes com AB e com
outras causas de colestase neonatal, buscando compreender seu papel em relacdo ao
espessamento da tunica média arterial (possivel marcador de uma arteriopatia), na
reacao ductular e na extensdo da fibrose (marcadores histologicos de gravidade na AB)
e no prognostico pos operatdrio (morte ou transplante hepético e resolucdo da ictericia

em 6 meses apds a portoenterostomia).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Colestase Neonatal

A introducéo a seguir foi, em suas linhas gerais baseado no texto de SANTOS et

al., 2012.

A ictericia, cor amarelada da pele, esclerGticas e mucosas € decorrente da
deposicdo de bilirrubina (principal elemento do metabolismo da heme da hemoglobina)
nestes tecidos quando esta se encontra em niveis elevados no plasma. A ictericia por
predominio de bilirrubina indireta (ndo conjugada) em recém-nascidos é comum e, na
maioria das vezes fisiologica. Entretanto, o aumento da bilirrubina direta (colestase)
traduz a presenca de doenca hepatocelular ou biliar e necessita de exploracdo clinica
urgente. Considera-se neonatal a colestase que se desenvolve até os trés meses de vida.
A colestase desenvolve-se quando ha uma diminuicdo do fluxo de bile nos ductos
biliares intra ou extra-hepaticos. Além da ictericia com aumento da bilirrubina direta
(conjugada) a colestase caracteriza-se, clinicamente, por hipocolia até acolia (coloracdo
clara nas fezes, vide anexo 1 — alerta amarelo), coldria (coloracdo escura da urina que

pode manchar as fraldas), prurido e xantomas.

O diagnostico laboratorial da colestase é definido por bilirrubina direta maior de
1mg/dl se o nivel de bilirrubina total for menor de 5mg/dl ou bilirrubina direta maior de
2mg/dl ou mais de 20% do quando a bilirrubina total for maior de 5mg/dl. Também se
encontram aumentadas enzimas canaliculares como a gamaglutamiltransferase (GGT) e
a fosfatase alcalina (FA) e as concentracdes sericas de acidos biliares e de colesterol.
Em doengas como as colestases familiares intra-hepaticas progressivas (progressive
familial intrahepatic cholestasis — PFICs), nas colestases recorrentes benignas (benign

recurrent intrahepatic cholestasis — BRICs), na hipercolanemia familiar, na artrogripose
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e nos erros da sintese de sais biliares a GGT pode estar normal ou até diminuida.

As principais causas de colestase neonatal sdo AB e hepatite neonatal idiopética
(MOYER et al., 2004). Diversas outras doencas levam a colestase neonatal, entre as
quais se destacam as infec¢Oes congénitas, erros inatos do metabolismo, sepse, nutrigdo

parenteral total (NPT) e deficiéncia de alfa-1 antitripsina (BALISTRERI et al., 2005).

A abordagem inicial do paciente com colestase neonatal é clinica, constando de
historia e exame fisico completo e detalhado. Nesta avaliacdo, € importante detalhar a
historia familiar, idade gestacional (os prematuros possuem imaturidade hepatica o que
predispde o desenvolvimento da colestase), data do inicio da colestase e cor das fezes e

urina (SANTOS et al., 2012).

Nos lactentes, a investigacdo da AB é prioridade porque a correcdo cirurgica
precoce aumenta as chances de drenagem biliar bem sucedida (KASAI et al., 1978.

SCHNEIDER et al, 2006. MIELI-VERGANI et al., 1989; ALTMAN et al., 1997).
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2.2 Atresia Biliar

Do ponto de vista historico, as primeiras referéncias sobre a AB foram
publicadas no século XIX, tendo sido relatada a natureza incuravel e fatal nos primeiros
anos de vida na doenca quando sem tratamento (SANTOS, SILVEIRA, 2012).

Sua incidéncia é rara e varia conforme a regido geografica, desde 1:5000 em
Taiwan até 1:20000 nascidos vivos no Norte da Europa (DAVENPORT, 2012). Nos
Estados Unidos, um terco dos casos de colestase neonatal deve-se a AB. Existe uma
discreta predominancia no sexo feminino (1,2/1) (CARVALHO et al., 2007).

Do ponto de vista histopatolégico, caracteriza-se por expansao portal devido a
presenca de edema, infiltrado inflamatério, proliferacdo biliar, com a presenca de
tampdes biliares em ductos neoformados. A fibrose contribui para a expansao portal e,
ao ultrapassar a placa limitante, leva a formacédo de pontes entre espagos-porta, e entre
estes e as veias centrolobulares. Diferentes graus de fibrose podem relacionar-se tanto
ao estagio da doenca quanto a um padrdo fenotipico caracteristico (MOYER et al.,
2010). Nos ductos biliares extra-hepaticos ocorre fibrose concéntrica e desaparecimento

progressivo do epitélio (SANTOS; SILVEIRA, 2012).

Ainda sdo poucos os fatores histopatologicos conhecidos como preditores de
progndstico na AB. A quantificacdo das extensdes da fibrose e da reacdo ductular por
ocasido da portoenterostomia, calculadas por morfometria, parecem apresentar elevada
sensibilidade na determinacdo da sobrevida do figado nativo (PAPE, et al., 2009.

SANTOS et al., 2009).
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Vérias classificacGes tém sido propostas para os pacientes com AB, tomando
como referéncia padrdes clinicos, histologicos e moleculares. Do ponto de vista clinico,
parece haver 4 formas de AB:

1) forma associada a MEH, com subgrupos anomalia de lateralidade, sem padréo
sindrdmico e ma-rotacgdo intestinal isolada.

2) forma cistica

3) forma isolada, englobando a maioria dos casos

4) forma associada a IgM anti-CMV sérico positivo

O fato de haver uma forma isolada e outra associada a anomalias extra-hepaticas
sugere que a AB represente um fendtipo decorrente de diferentes doencas e ndo uma
doenca isolada. Outras caracteristicas, especificas de determinados grupos de paciente
com AB, tais como a presenca de cistos extra-hepaticos ou padrdes de fibrose e
inflamacdo, parecem corroborar esta ideia. Modelos animais de AB com bloqueio da via
do interferon gama, induzindo um padrdo de inflamacéo do tipo linfocito T helper 2 e
ndo T helper 1, apresentaram uma frequéncia aumentada de cistos extra-hepaticos,
sugerindo que a presenca de lesdo cistica decorra de uma caracteristica etioldgica
especifica (SANTOS, SILVEIRA TR, 2012. WEERASOORIYA et al., 2004; LI et al.,

2011).

Relativo a classificacdo histopatol6gica e molecular, Moyer et al classificaram
as seguintes formas de AB:

Forma inflamatdria — caracteriza-se por aumento da populacgdo de linfocitos T e

células natural killer nos espaco porta e por aumento da expressdo dos genes
relacionados ao sistema imune e a inflamacéo.

Forma fibrogénica — caracteriza-se pelo aumento da expressdo dos genes

relacionados a fibrose.
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Forma mista — sem diferenca quanto a essas caracteristicas. Esta classificacao
parece estar associada a idade do paciente na biopsia, sendo que 0s mais jovens
apresentam a forma inflamatoria e os mais velhos a forma fibrogénica. Esta associagédo
parece ser dependente da evolugéo natural da doenca, sendo de pior prognostico aqueles
que j& apresentam grau maior de fibrose, evento associado a idade mais avancada
naqueles com maior grau de fibrose (MOYER et al., 2010).

Os sinais clinicos da AB sao ictericia, acolia, collria e hepatomegalia. Na forma
associada a malformacGes extra-hepaticas, estes sinais estdo presentes desde o0s
primeiros dias de vida e, geralmente, ha associacdo com baixo peso ao nascer. Ja na
forma perinatal, o bebé nasce com peso adequado e aspecto saudavel, sem outras
malformacdes associadas. E importante ressaltar que a ictericia pode ser leve,
independente do grau de obstrucdo das vias biliares, principalmente em pacientes de
pele escura (CARVALHO et al., 2007). Por outro lado, Harpavat et al (HARPAVAT et
al., 2011) demonstraram que 0s recém nascidos com AB ja apresentam niveis elevados
de bilirrubina conjugada logo ap6s o nascimento, mesmo sem apresentar ictericia,
identificando que o processo patogénico ja estava presente e atuante ao nascimento.
Estes autores sugerem que: 1. seja feito um triagem em todo recém-nascido para
dosagem de bilirrubina direta; 2. que sejam seguidos aqueles bebés com bilirrubina
direta aumentada, independente dos niveis de bilirrubina total. Estas duas medidas
(consideradas sensiveis, mas ndo especificas para o diagnostico de AB) poderiam tornar
0 diagnostico mais rapido e a correcdo cirdrgica mais precoce, melhorando o
prognostico da doenca.

Em fases mais avancgadas, evidencia-se esteatorrea por méa absor¢édo de gorduras,

sangramentos por ma absorcdo de vitamina K (consequéncias da colestase e da nédo
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absorcéo de acidos biliares), esplenomegalia, circulacdo colateral, hipertensdo portal e
encefalopatia hepatica (consequéncias da cirrose) (CARVALHO et al., 2007).
Nenhum exame laboratorial, isoladamente, € definitivo no diagnéstico de AB.

Evidenciam-se alteragdes compativeis com colestase inespecifica.

Quadrol — Exames laboratoriais na AB

Relativos a colestase e a dano Relativos a ma absorcao e a sintese
hepatocitario hepética anormal
1 Bilirrubina total 1 Tempo de protrombina (INR)
1 Bilirrubina direta | Fator V
1 Gama glutamiltransferase | Colesterol
1 Fosfatase alcalina | Albumina

1 Alanina aminotransferase
1 Aspartato aminotransferase
1 Acidos Biliares
1 Colesterol
Observagédo: INR — international normalized ratio — pode estar aumentado,
somente pela ma absorcdo de vitamina K presente nas situacBes de colestase

(CARVALHO et al., 2007).

Os exames de imagem como a ultrassonografia abdominal total, a cintilografia
hepatobiliar com tecnécio e a colangiopancreatografia endoscopica retrograda, em
conjunto com os exames laboratoriais, podem auxiliar no diagnostico de AB, mas, nédo

sdo exames definitivos de forma isolada. A bidpsia hepatica € o exame com maior
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sensibilidade e especificidade para o diagnostico da doenca na maioria dos centros
especializados em hepatologia pediatrica. (SANTOS, SILVEIRA, 2012)

O tratamento inicial da AB ¢é cirdrgico atraves de um procedimento denominado
portoenterostomia. Em 1957, Morio Kasai descreveu a técnica da portoenterostomia
destinada a proporcionar drenagem biliar nos casos de AB denominados previamente de
“nao-corrigiveis”. Obteve-se sucesso, desde entdo, com esta técnica, observando-se que
os melhores resultados séo obtidos quando a cirurgia é realizada antes das primeiras oito
semanas de vida (KASAI et al., 1978). Quando ha sucesso na desobstrucdo do fluxo
biliar (desaparecimento da ictericia e da acolia e niveis de bilirrubina sérica menores de
2mg/dl em 3 meses ap0ds a cirurgia) a necessidade de transplante hepatico pode ser
reduzida a 6% se a cirurgia for realizada até 45 dias de vida (SERINET et al., 2009).
Contudo, alguns estudos tém demonstrado que, pacientes operados mais tardiamente,
mesmo apads o terceiro més de vida, tém alguma vantagem, reduzindo a taxas razoaveis
a necessidade de transplante de figado (25% a 45% de sobrevida sem transplante de
figado em 5 anos e até 40% em 10 anos segundo alguns autores). (WONG et al., 2010;
MIELI-VERGANI et al., 1989; CHARDOT et al., 2001; DAVENPORT et al., 2004).

A cirurgia consiste em uma dissec¢do, desde a veia porta até o hilo hepatico, dos
ductos atrésicos (com fibrose) até identificar-se fluxo biliar, entdo, procede-se a uma
hepaticojejunostomia em Y de Roux junto a capsula hepética peri-hilar (DE LORIMIER
A et al.,, 1994). Porém, independentemente do estabelecimento de do fluxo biliar
adequado, a maioria das criangas com AB apresenta doenca hepéatica progressiva

(LILLY, ALTMAN. 1975; SHINKAI et al., 2009; LYKAVIERIS et al., 2005).
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Figura 1 — anatomia do abdome superior.

Legenda: VB — vesicula Biliar; DB — ducto
biliar; VP — veia porta; VCS — veia cava
superior; VCI — veia cava inferior; Ao - aorta

Figura 2 — representacdo esquematica dos
locais de lesdo da via biliar na AB e da
anastomose biliodigestiva na cirurgia de Kasai
(poroenterostomia).

Legenda: A — vesicula biliar ausente, atrésica
ou presente; B - Ductos biliares atrésicos; C -
porta hepatis (regido da anastomose com a
alca do jejuno - D)

Imagem de livre acesso na internet
(google images.com) modificada com
legendas pela autora.

Na evolucdo pos-operatoria, hd uma colangiopatia progressiva intra-hepética, de
causa ainda ndo bem esclarecida. Isto permanece atuante mesmo nos pacientes operados
em tempo habil os quais podem apresentar hipertensdo porta precocemente (OHI et al.,
1986). Nos estagios iniciais da doenca ja sdo observadas alteracfes patoldgicas na

totalidade dos ductos biliares, ocorrendo alteracbes degenerativas progressivas do
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epitélio biliar (ITO T et al., 1983). Narayanaswamy et al. (NARAYANASWAMY et
al., 2007), ao dosar os niveis circulantes de fatores relacionados a inflamacéo, tais como
as moléculas de adesdo intercelular e vascular soltuveis (SICAM e sVCAM-1,
respectivamente), além interferon gama (IFNy) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
reforcaram a nocdo de que a AB envolve um processo inflamatdrio persistente, atuante
nas estruturas biliares e endoteliais.

A histéria natural dos pacientes com AB € a evolugdo para 6bito proximo aos
dois anos de vida. Apds o advento da portoenterostomia, a sobrevida desses pacientes
com o figado nativo vem aumentando, mas, ainda assim, o indice de falha desse
procedimento situa-se em torno de um ter¢o dos casos. Mesmo quando o fluxo biliar é
reestabelecido, ocorre progressdo para fibrose hepatica, cirrose e hipertensao porta em
periodos variaveis. A idade por ocasido da portoenterostomia e a extensao da fibrose por
ocasido do procedimento tém sido considerados fatores associados ao prognostico pos-
cirurgico (WEERASOORIYA et al., 2004; PAPE et al., 2009).

Estes estudos correlacionaram variaveis como: a idade do paciente, etnia, sexo,
niveis de bilirrubina conjugada no momento da portoenterostomia e trés meses apos, e
tempo de sobrevivéncia do figado nativo com o grau de fibrose no momento da
portoenterostomia, analisado por escore especifico. Em analise multivariada, as
variaveis independentes para a sobrevivéncia do figado nativo foram fibrose e o nivel de
bilirrubina conjugada no terceiro més apos a cirurgia de Kasai. A extensdo da reacdo
ductular, e ndo a extenséo da fibrose ou a idade por ocasido da POE, foi a Unica variavel
independente associada a sobrevida com o figado nativo em um ano pos
portoenterostomia no estudo de Santos et al., 2007. Outros fatores como a experiéncia e
qualificacdo da equipe medica, manejo clinico no pos-operatorio (STRINGER et al.,

2007; MCKIERNAN et al., 2000) e o didmetro dos ductos biliares remanescentes no
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porta-hepatis também sdo determinantes do prognostico pds operatorio (SCHWEIZER

Petal., 1999).

2.3 Etiopatogenia da atresia biliar

A AB ainda parece decorrer de um fator ambiental o qual age num individuo
geneticamente suscetivel resultando numa desordem imunoldgica que culmina num
dano biliar com fibrose progressiva.

Sob o ponto da etiologia, varios agentes tém sido associados a etiopatogenia da

AB (Quadro 2).
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Quadro 2 — Fatores propostos na etiologia da Atresia biliar (baseado em

SANTOS, et al, 2010)

A — Fatores genéticos
o Mutacdo CFC1
o Polimorfismos: VEGF A, ICAM G241R; X proxyl
aminopetidase 1 rs 17095355; +276G/T da adiponectina
o Mutacdo NFkappaB/c
e Anormalidades cromossdmicas numéricas
o Trissomia do 10q, 17, 18, 21
B — Fatores ambientais
e Drogas usadas durante a gravidez
o Anfetamina
o Alcool
e InfeccOes maternas/neonatais
o Citomegalovirose
o Reovirus tipo 3
o Papilomavirus
o Rotavirus
e Fitotoxinas, micotoxinas
e Toxina industrial

o 4,4’ metileno-dianilina (DAPM, MDA)

C — Outras



e Anomalias estruturais
e BASM
e Anormalidades da juncdo coledocopancreética
e Malformacdo da placa ductal
e Anomalias arteriais
e Anormalidades metabolicas
e Defeitos do metabolismo dos &cidos biliares
e L-prolina
e Anormalidades imunoldgicas
e Auto-imunidade sorol6gica materna
e AlteracGes imunogenéticas
e Expansdo oliclonal de linfocitos T
e Linfdcitos NK
e Complexo MHC biliar aberrante
e Microguimerismo
e Diabete materno
e Diabete gestacional

e ldade materna (Fischler et al., 2001)

27

Shuang Cui S et al., observaram um aumento estatisticamente significativo de

delecdes do 2g37.3 em pacientes com AB. Isto resulta na delecdo de uma copia do gene

GPC1, o qual codifica glipicanl, uma proteinoglicano sulfato de heparano (heparan
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sulfate proteoglycan) que regula sinalizacdes hedgehog (cruciais na transmissdo de
informacBes em células embrionarias) e inflamacdo. Estudando zebrafish com
silenciamento génico para GPC1, foram observados defeitos no desenvolvimento biliar
(SHUANG CUI et al., 2013).

A ocorréncia de AB exclusivamente no figado neonatal e na arvore biliar extra-
hepética sugere que o desenvolvimento continuo pode ser uma chave a patogénese da
doenca. Assim, 0s genes que codificam o desenvolvimento biliar podem conferir

suscetibilidade para AB (SHUANG CUI et al., 2013).

Entretanto, segundo Silveira et al, 1988: “nem todos os casos de AB parecem se
limitar, simplesmente, ao esquema malformativo, de problema intrinseco a
diferenciacdo embrioldgica. H& um padrdo perfeitamente adaptavel ao esquema
disruptivo vascular, no qual as anomalias da artéria hepatica desempenhariam papel

decisivo”.

2.4 Angiogénese e Doencas Hepatobiliares

A expressao de fatores pro-angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), e a angiogénese, representam um papel muito importante em muitas
doencas hepatobiliares. O estudo destes fatores pode ajudar no esclarecimento dos
mecanismos envolvidos na sua patogénese e no desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas para estas doencas (SHANNON et al., 2010).

A formacéo de novos vasos esta associada a hipoxia e a isquemia. Uma reducgéo
no oxigénio leva a um aumento dos niveis dos fatores induzidos por hipdxia (HIFs) os
quais estimulam a expressdo dos fatores angiogénicos. Entre eles o VEGF, o fator de

crescimento de fibroblastos (FGF) e as ANGPTSs.
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2.4.1 O papel da hipdxia nas doencas hepatobiliares

O gradiente de pressdo de oxigénio presente no l6bulo hepatico atua no
funcionamento das células parenquimatosas e ndo parenquimatosas. Os hepatdcitos
periportais e perivenosos expressam enzimas diferentes envolvidas no transporte ou no
metabolismo de glicose, incluindo o receptor de insulina, de glucagon,
fosfogliceratoquinase, L-piruvatoquinase e muitas outras. Os hepatdcitos periportais
tendem a se subespecializar no metabolismo oxidativo de energia, na producdo de
glicose e na sintese de ureia e bile, enquanto os hepatdcitos perivenosos sdo 0s maiores
sitios de incorporacao de glicose, formacédo de glutamina e de metabolismo xenobiotico.
A hipdxia tem papel importante na patogénese de muitas doencas hepaticas. O figado
possui uma constituicdo anatdémica e funcional Unica no corpo humano a qual afeta
profundamente sua fisiologia e fisiopatologia, incluindo a homeostase de oxigénio. O
sangue aferente ao figado provém de sitios bem oxigenados como as artérias hepaticas e
de sitios pobres em oxigénio como a veia porta. O fluxo direcional misto (sangue
oxigenado e pouco oxigenado), através da veia central nos I6bulos hepaticos, cria um
gradiente fisiologico de oxigénio. Este gradiente resulta numa pressdo de oxigénio de
60-65 mmHg no sangue periportal e de 30-35mmHg nas porcbes perivenosas do
parénquima hepatico. A fim de comparacdo, a concentracdo de oxigénio arterial, na
maioria dos tecidos do corpo humano, é em torno de 74-104 mmHg e a concentracdo de
oxigénio nas veias é de 34-46mmHg. A hipoxia traz grandes consequéncias para 0S
tecidos de um organismo aerobico. Nas ultimas decadas, o conhecimento relativo a
resposta homeostatica a hipdxia tem aumentado em direcdo a mecanismos genético-

moleculares. (NATH, GYONGY]|, 2012)

A hipdxia desempenha papel importante em alguns tipos de reacdo ductular.

Desmet propGe a classificagcdo das reacdes ductulares (RD) em tipo 1 e tipo 2. A RD
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tipo 1 é predominante nas obstrucbes agudas e completas dos ductos biliares.
Caracteriza-se pela proliferacdo de colangiocitos pré-existentes, resultando em
alongamento, ramificacdo e alargamento luminal dos ductulos biliares. Ela representa
uma das inUmeras interacdes entre células inflamatorias, estromais e biliares. O
alongamento dos ductulos biliares na obstrucéo biliar aumenta a area de reabsorcao dos
colangiocitos favorecendo o ciclo cole-hepatico dos acidos biliares. A RD tipo 1 pode
ocorrer em conjunto com outras RD de acordo com as necessidades estruturais.

Ja a RD tipo 2 é dividida em tipo 2 A, preferencialmente periportal e 2B
centrolobular. A tipo 2 A tem sido chamada de metaplasia ductular de hepatécitos. Ela
representa uma mudanca na polaridade secretora de horizontal (hepatocelular —
canalicular) para vertical (colangiocitica apical-basal). Ela é tipicamente observada em
regibes periportais, mais caracteristica, mas ndo exclusivamente, em condi¢bes
colestaticas cronicas favorecendo a metaplasia ductular dos hepatocitos. A causa desta
metaplasia €, aparentemente, o acumulo de acidos biliares retidos causando uma
alteracdo no citoesqueleto de queratina. Estas células expressam progressivamente
citogueratina 7 (CK7), iniciando na area periportal e estendendo-se mais tarde para as
zonas centrolobulares. Os hepatdcitos colestaticos ativam as células estreladas hepaticas
para um fenotipo miofibroblastico responsavel pelo aumento de producdo do tecido
conectivo. Assim, na colestase persistente, os acidos biliares induzem um aumento na
populacdo de colangiécitos, contribuem para a formacdo de fibrose pericelular e
promovem a metaplasia ductular dos hepatocitos. Tanto a RD tipo 1 quanto a tipo 2 A
séo reversiveis quando a injuria inicial € removida (DESMET, 2011).

A RD tipo 2 acontece em areas com hipoxia. Na regido centrolobular dos
l6bulos hepaticos e na centronodular dos nédulos cirréticos. E mais lenta no

desenvolvimento, mas, microscopicamente, assemelha-se a RD tipo 2 A ocorrendo
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metaplasia ductular e fibrose induzida por miofibroblastos. Ha uma inducdo do fator
induzido por hipoxia (Hypoxia — inducible fator HIF ) nos hepatocitos hipdxicos. Os
HIFs sdo uma familia de reguladores transcricionais evolutivamente conservados 0s
quais afetam a resposta homeostatica a baixas pressdes de oxigénio e foram
identificados como mediadores chave na angiogénese e na inflamacdo. (NATH B,
GYONGYI S, 2012). Os hepatdcitos hipoxicos apresentam, também, uma regulacéo
aumentada dos fatores pro-fibroticos e vasoativos como fator de crescimento derivado
de plaquetas (Platelet derived growth fator A and B, PDGF A e B) e fator inibidor de
plasminogénio 1 (Plasminogen Activator Inhibitor — 1, PAI — 1), 0s quais ativam as
células estreladas hepaticas numa atividade pré-fibrogenética que resulta em fibrose
centrolobular progressiva. Os hepatocitos passam a expressar CK7 e, na sequencia,
citogueratina 19 (CK19) (um fendtipo mais primitivo) assumindo uma arquitetura
tubular (metaplasia ductular centrolobular ou RD tipo 2 B). A diferenciacédo
centrolobular avancada dos hepat6citos pode resultar na aquisicdo de caracteristicas de
células progenitoras e a hipdxia favorece a qualificacdo de célula bipontecial neste
micro ambiente celular. A hipoxia também € responsavel pelo recrutamento das células
progenitoras hepaticas provenientes dos canais de Hering para zonas hipoxicas

(DESMET JV, 2011).
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Espago Porta

Lébulo Hepético

Figura 3 - Representacdo esquematica de um lobulo hepatico. Legenda: A — arteriola; VP —
veia porta; DB — ducto biliar; SMH — subunidades microcirulatorias hepaticas.
Figura confeccionada pela autora.
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4 Hipoxia Centrolobular
o~

B

Hepatacitos Célulasde Kuppfer
HIF—1 alfa HIF-1 alfa

L/

’ Mediadoresprofibroticos: PDGF —B; ANGPT-1; MCP -1

|

epatocitos ' Células Células
ductulares progenitoras

Figura 4 - Reacdo ductular tipo 2B. Esquema ilustrando o mecanismo de fibrogénese e metaplasia dos
hepatdcitos secundarias a hipoxia centrolobular. Legenda: HIF 1 alfa - hypoxia inducible fator 1 alpha,
PDGF B - Platelet derived growth fator B; MCP1 — Monocyte chemoattractant protein; ANGPT 1 —

angiopoietina 1
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Ja é bastante conhecida a interacdo entre HIF e o VEGF A em situacdes de
pouca oferta de oxigénio. Nestas condicdes, a hipdxia induz um aumento no VEGF A,
por meio da sinalizacdo do HIF, levando a um aumento da vascularizacdo e consequente
melhora na oferta de oxigénio. Quando a oferta de oxigénio é normalizada, ocorre um
feedback negativo na producdo de VEGF A (THOMAS et al., 2011).

O HIF exerce um papel significativo no dano hepatico colestatico. Este efeito
ocorre em diferentes tipos de células como hepatdcitos, células de Kupffer e linfécitos
T. Estas constatacdes sugerem fortemente que terapias anti-HIF podem ser intervencdes
terapéuticas promissoras no manejo de doencas hepaticas de varias etiologias. Dezenas,
talvez centenas de genes sdo regulados pela hipdxia e por fatores induzidos por hipoxia.
Notavelmente, a familia desses genes incluem genes pro-inflamatérios e pro-fibroticos,
bem como genes envolvidos na progressdo de tumores. A hipoxia também ativa as
células estreladas hepaticas e esta ativacdo € acompanhada da secre¢do de citocinas pro-
angiogénicas como o VEGF e ANGPT 1 a qual é capaz de estimular a quimiotaxia de
células estreladas num cenério autocrino ou paracrino. (NATH, GYONGY|, 2012)

Células estreladas isoladas de ratos HIF1 (-/-) demonstram que 0S genes
envolvidos na fibrose, na angiogénese e na deposi¢cdo de colageno, sdo, pelo menos

parcialmente, dependentes de HIF funcional (COPPLE et al., 2011).
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2.4.2 Angiogénese e desenvolvimento de fibrose nas doengas hepatobiliares

A formacdo de novos vasos sanguineos é um mecanismo essencial na doenca
hepética cronica a despeito de sua etiologia. As doencas hepéticas cronicas ndo podem
ser consideradas como uma doenca Unica, tendo em vista que o dano hepatocitario
progride para inflamacé&o, fibrose, cirrose e, em alguns casos, para hepatocarcinoma. A
neovascularizagdo e o0 estabelecimento de uma angioarquitetura anormal estdo
associados a progressdao da doenca. A evolucdo para cirrose é caracterizada pela
neovascularizacdo, capilarizacdo dos sinusdides, fibrogénese e formacdo de colaterais
intra-hepaticos. Uma das complica¢cBes mais comuns da cirrose é a hipertensdo porta a
qual resulta de uma resisténcia aumentada ao fluxo sanguineo. Sua fisiopatologia esta
vinculada a um aumento da neovascularizagdo hepatica e esplancnica (MEDINA et al.,

2004).

A angiogénese desorganizada esta envolvida na progressdo da fibrose hepatica e
é considerada um dos fatores determinantes na irreversibilidade da fibrose (SHANNON
etal., 2010).

TAURA et al., 2008, estudaram a relacdo entre angiogénese e fibrose hepatica
através da andlise de figados de ratos com fibrose hepatica induzida por tetracloreto de
carbono ou pela ligacdo de ducto biliar, e de amostras de figado de pacientes
submetidos a transplante hepatico. Foi encontrado um aumento da expressdo da
ANGPT 1 nas amostras com fibrose hepéatica. Demonstrou-se também que o blogueio
da atividade de ANGPT 1 inibe a ocorréncia de angiogénese assim como a de fibrose
hepéatica. Eles destacaram ainda que as células estreladas hepaticas, ativadas nos
modelos animais, secretam ANGPT 1 mais abundantemente do que as células
quiescentes. Os autores concluiram que angiogénese e fibrogénese sdo processos

mutuamente estimulatorios, e que as células estreladas hepaticas, através da expressao
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de ANGPT1, tém papel fundamental nesse processo.

Nos processos de fibrogénese hepatica, os pericitos secretam ANGPT 1 e 2. A
ANGPT 1 estabiliza os contatos intercelulares e inibe a permeabilidade endotelial.
Quando em excesso, a ANGPT 1 impede o surgimento de novos vasos por tornar 0s
contatos intercelulares endoteliais mais apertados. A ANGPT 2, na auséncia de VEGF,
desestabiliza os vasos e induz a morte das células endoteliais, atuando como antagonista
da ANGPT 1, levando a regressdo vascular. Em outro contexto, a ANGPT 2, na
presenca de VEGF, pode favorecer o surgimento de novos vasos (MEDINA et al.,

2004).
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2.5 Arteriopatia na atresia biliar

Como o sistema biliar extra-hepatico recebe seu suprimento sanguineo arterial
da artéria hepatica e seus ramos, NORTHOVER, TERBLANCHE, 1980, sugeriram que
a estenose dos ductos biliares extra-hepaticos pds-transplante de figado fosse
determinada pelo efeito fibrogénico da bile em terreno predisposto pela isquemia. Pode-
se imaginar que um evento similar ocorra na AB em estagio precoce. Alguns modelos
animais investigaram o possivel papel do sistema arterial no desenvolvimento da
obstrucdo extra-hepatica. HASHIMOTO et al., 1983, produziram atresia de colédoco
por meio de desvascularizacdo desta estrutura em fetos de ovelha. Segundo Appleby
(APPLEBY, 1959), a bile determinaria necrose de ductos biliares extra-hepéticos
previamente isquémicos. Klippel, (KLIPPEL, 1972), sugeriu a possibilidade de a AB
estar vinculada as modificagdes circulatérias do figado e das vias biliares extra-
hepéticas que ocorrem apos 0 nascimento. Segundo esse autor, devido ao desvio da cor-
rente sanguinea pelo ducto venoso permeavel, haveria diminuicdo significativa de
sangue arterial da arvore biliar extra-hepatica, determinando, em individuos vulneraveis,

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

Figura 5 — Representacdo esquematica da microvasculatura
hepatica.

Autorizado: Tese de doutorado Jorge Luiz Santos

AlteracBes histopatolégicas dos ramos arteriais hepaticos tém sido observadas
em pacientes com AB. STOWENS, 1959, descreveu a ocorréncia de hiperplasia e
hipertrofia em ramos da artéria hepéatica nos espacos-porta em pacientes com AB. A
hipertrofia desses ramos também foi observada por Brough, Bernstein, 1969. Ho C, et
al., 1993, avaliaram as alteracGes da artéria hepatica em pacientes com AB, observando,
de forma subjetiva, a ocorréncia dilatagdo luminal e espessamento de parede vascular.
Kobayashi, et al. (KOBAYASHI et al., 1999) estudaram os niveis séricos da interferon
inducible protein-10 em pacientes com AB e observaram relagdo direta desses niveis

com pior prognostico pos-cirdrgico. No grupo de pior prognostico foi encontrada
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fibrose porta intensa, espessamento da tinica média dos ramos da artéria hepatica, além
de edema no endotélio da intima. Os autores sugeriram que as alteracdes hiperplasicas e
hipertréficas dos ramos arteriais nos espacos-porta de pacientes com AB poderiam ser
causadas pela producdo de interferon-inducible protein-10, secundaria a expansdo

fibrogénica.

Em 2005, foi detectado, por estudo morfométrico: 1) a existéncia de
espessamento da tinica média dos ramos arteriais hepaticos nos pacientes com AB por
ocasido da portoenterostomia, 2) a progressdo de tal espessamento entre a
portoenterostomia e o transplante hepatico, além de 3) uma aparente relacdo entre este
espessamento e o desaparecimento dos ductos biliares interlobulares. No periodo entre
portoenterostomia e transplante o espessamento da tlnica média pareceu espalhar-se
desde as artérias maiores para as arteriolas (SANTOS et al., 2005). O espessamento
progressivo da tlnica média arterial pode ser explicado por um processo de

remodelamento vascular associado a “disfun¢ao endotelial” (GOLDBERG A., 2005).

Uma arteriopatia de tal tipo pode desarranjar a totalidade do sistema
hepatobiliar, pois veias, ductos biliares e nervos sdo nutridos pelos ramos da artéria
hepética. Pode, portanto, ser um elemento fundamental na patogénese da colangiopatia
destrutiva da AB. UFLACKER, PARIENTE, 2004, estudando por ateriografia o figado
de pacientes com AB observaram artérias de contorno irregular, com oclusdo periférica,
cercadas por tufos de mindsculos ramos arteriais. Num estudo histopatoldgico hepético
de cordeiros com AB realizado em 2007, um achado marcante foi a presenca de artérias
em nimero aumentado nos espacos-porta, apresentando espessamento de tinica média.
Ainda, em 2007, dois estudos ultrassonograficos observaram que a artéria hepética

propria dos pacientes com AB, em sua porcdo extra-hepatica, apresenta dilatagcdo
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luminal, sendo este um achado especifico da doenca, util como variavel diferenciadora

das outras causas de colestase neonatal (HUMPHREY, STRINGER, 2007. KIM, 2007).

No estudo de Edom et al, 2011 avaliou-se por imunohistoquimica a localiza¢éo
do VEGF A e seus receptores (VEGFRs) 1 e 2 em bidpsias de figados de pacientes com
atresia biliar e com colestase intra-hepéatica. Na época da portoenterostomia, o VEGF A
foi positivo na parede arterial, nos ductos biliares e nos hepatocitos. J& na época do
transplante hepatico, foi positivo no parénquima demonstrando um padréo de hipoxia
tecidual caracteristico da cirrose. Nas estruturas do porta hepatis foi positivo nos
remanescentes biliares, nas paredes das artérias e nos hepatdcitos. Sendo que todas essas
marcagdes positivas foram maiores nos pacientes com AB quando comparado com
pacientes com colestase intra-hepatica. J& a positividade imunohistoquimica dos
VEGFRs 1 e 2 foi menos frequente no grupo com AB que nos controles. Neste estudo,
ficou clara a relacdo entre espessura da tGnica média/diametro luminal (RMED)
aumentada e a positividade para VEGF, reforcando a associacdo entre hipoxia e
arteriopatia com a doenca biliar. Entretanto, ndo se demonstrou associa¢édo do VEGF A
positivo com densidade de coldgeno (marcador de fibrose hepatica), nem com a idade
da bidpsia hepética ou prognoéstico (sobrevida do figado nativo), mas se demonstrou
relacdo entre a positividade do VEGF A e a percentagem de positividade para

citogueratina 7 a qual € um marcador da extensdo da RD (EDOM et al., 2011).

VariagGes genéticas do gene do VEGF A (principalmente o polimorfismo
+983C/T e o0 alelo VEGF - C) séo associados com AB e podem conferir suscetibilidade

aumentada a doenca (LEE et al., 2010).
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2.6 Angiogénese e o sistema ANPTs/Tie2

A formacdo do sistema vascular, ou vasculogénese, € um dos eventos mais
precoces da embriogénese. Células mesodérmicas diferenciam-se em hemangioblastos,
que sdo precursores tanto das células hematopoiéticas quanto das endoteliais. Os
hemangioblastos sofrem nova diferenciagdo em angioblastos, 0s quais agregam-se
formando “ilhas” de sangue. A fusdo dessas estruturas forma os primeiros plexos
vasculares, constituidos de finos capilares formados por células endoteliais,
periendoteliais e musculares lisas. Essa rede vascular priméaria é homogénea, com vasos
de calibres semelhantes. Nessa etapa, 0S vasos ja se caracterizam como venosos Ou
arteriais e acredita-se que essa caracterizagcdo seja geneticamente programada. A
vasculogénese ocorre apenas na vida embrionaria (YANCOPOPOULOS et al., 2000.

KARAMYSHEVA, 2008).

A angiogénese € 0 crescimento dos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes. A primeira descricao historica da angiogénese foi feita por um anatomista e
cirurgido escocés, John Hunter, em 1794, o qual descreve a propor¢do entre
vascularizacdo e necessidades metabdlicas, seguindo uma lei basica da natureza descrita
por Aristlteles como: “a forma segue a fungdo”. A historia moderna da angiogénese
comeca em 1971 quando Judah Folkman descreve a dependéncia das células tumorais

em relacdo a vascularizacdo (THOMAS et al., 2011).

Atualmente, as pesquisas sobre angiogénese avancaram muito. Isto porque as
terapias angiogénicas representam potenciais fatores terapéuticos no tratamento do
cancer, doencas cardiovasculares e outras. Todos os tecidos do corpo humano
necessitam oxigénio para produzir energia e 0 oxigénio chega aos tecidos através dos

capilares. Portanto, quando os capilares estdo diminuidos, o suprimento de oxigénio aos
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tecidos diminui, prejudicando o crescimento dos mesmos. J& o tecido bastante

vascularizado tem crescimento otimizado (THOMAS et al., 2011).

Os novos vasos surgem inicialmente através da permeabilizacdo da parede de
um vaso preexistente, permitindo a proliferacdo e migracao das células endoteliais para
colonizagdo de areas carentes de oxigénio, formando assim uma rede vascular
organizada, mais complexa, e com vasos de diferentes calibres (YANCOPOPOULOS et

al., 2000; KARAMYSHEVA, 2008).

Véarios mecanismos estdo envolvidos na formacdo e maturacdo dos vasos e
dependem de estimulos ativadores e inibidores. O evento critico para angiogénese é
uma cascata de sinais envolvendo VEGF e seus receptores. O VEGF estimula o
crescimento de células endoteliais de artérias, veias e linfaticos, além de regular a

permeabilidade vascular (KARAMYSHEVA, 2008).

Até recentemente, 0 VEGF era o Unico fator de crescimento identificado com
acao especifica na formacdo vascular. Entretanto, identificou-se um novo sistema de
receptores especificos para células endoteliais, incluindo os receptores tirosinaquinases,
quais sejam Tie 1 e Tie 2 e seus ligantes ANGPT 1, ANGPT 2, ANGPT 3, ANGPT 4.

(THURSTON, 2003).

Este sistema estd envolvido na maturacdo da parede vascular (JIN,
PATTERSON, 2009). Ratos transgénicos que tiveram 0s genes Tie2 inativado
morreram no inicio do desenvolvimento. Nestes animais, 0 coracdo e a rede vascular
foram formados, mas o coracdo ndo sofreu trabeculacdo e vascularizagdo normais.
Apesar de os vasos terem sido formados, alteracdes nos processos de maturacdo e
estabilizacdo dos capilares, com auséncia da formacdo de uma rede vascular mais

complexa foi detectada (THURSTON, 2003).
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As ANGPTs 1 e 2 atuam como estabilizadoras das paredes vasculares, e sua
auséncia em modelo murino leva, além de anomalias cardiacas, a defeitos na remo-
delagem da vasculatura durante o desenvolvimento, tais como hipervascularizacdo e

aumento do calibre vascular (YANCOPOPOULOS et al., 2000).

O Receptor Tie2 é um receptor tirosinaquinase e foi clonado por Dumont et al
em 1992 e por lwama et al em 1993. Ele é expresso nas células endoteliais e em
algumas linhagens de células hematopoiéticas. Ele é formado por duas algas de tipo
imunoglobulina, trés dominios de tipo fator de crescimento endotelial e por trés
repeticdes de tipo fibronectina Il nos dominios extracelulares e os dominios
tirosinaquinase, incluindo um namero de sitios de fosforilacdo e interacdo de proteinas,

no citoplasma. (MORISADA et al., 2006).

As ANGPTs 1 e 2 consistem estruturalmente de um dominio tipo de
fibrinogénio que se liga ao Tie 2 e um dominio de bobina que serve para oligomerizar

ou polimerizar monémeros para ativar o Tie 2 (MORISADA T et al., 2006).

A ANGPT 1 induz a fosforilacdo do receptor Tie 2 nas células endoteliais,
inibindo a apoptose e estimulando sua proliferacdo e estabilizacdo dos vasos (MEDINA

et al., 2004).

SupBe-se que a ligacdo de ANGPT 1 com Tie 2 nas células endoteliais estabiliza
0 sistema vascular em maturacdo e a estimula a formagdo do plexo capilar primério.
Embrides geneticamente modificados, com auséncia de ANGPT 1, apresentaram uma
rede vascular primaria normalmente desenvolvida, mas ndo ocorreu 0 remodelamento

posterior (SURI et al., 1996).

Em algumas situacdes, a acdo da ANPT 1 no receptor Tie é diminuida pela acdo

da ANGPT 2. A ANGPT 1 também age como um fator de diminui¢cdo da
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permeabilidade vascular fortalecendo a associacdo entre células endoteliais adjacentes e
entre as células endoteliais e as células murais perivasculares (MORISADA et al.,

2006).

Thurston demonstrou que a ANGPT1 promove um aumento do didmetro dos
vasos, devido a proliferacdo de células endoteliais, principalmente no periodo neonatal

(THURSTON, 2003).

A ANGPT 2 foi encontrada no endotélio de vasos que estavam sendo
submetidos a remodelamento, seja em expansdo ou regressdo vascular, como em
ovarios ou tumores. Esses achados geraram a hipétese de que a ANGPT 2 poderia atuar
como um primeiro sinal de desestabilizacdo no vaso, para que a partir de entdo ocorra o

remodelamento através do processo de angiogénese (YANCOPOPOULOS et al., 2000).

A ANGPT 2 induz a também induz fosforilacdo do Tie 2. Ela é responsavel pela
formacdo de tabulos em coagulos de fibrina e de ramificacdes de células endoteliais,
demonstrando que sua acdo na angiogénse é mais complexa que previamente descrita.
Ela agiria como um sinal desestabilizador e seria expressa antes da ramificacdo ou da

regressao vascular. (MORISADA et al., 2006).

Estes fatores indicam que a ANGPT 1 e ANGPT 2 agem de forma
complementar e coordenada com o VEGF e contribuem para a remodelacdo e

estabilizacdo dos vasos durante a angiogénse (MORISADA et al., 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

A causa da AB permanece obscura e, independentemente da desobstrucdo do
fluxo biliar através da portoenterostomia, mantém-se um desarranjo das estruturas
hepatobiliares, que leva ao desaparecimento gradativo dos ductos biliares intra-
hepaticos, a fibrogénese progressiva e, finalmente, a cirrose. Em estudo anterior,
SANTOS et al., 2005, detectaram, em pacientes com AB, a presenca de espessamento
progressivo da tdnica média nos ramos da artéria hepatica, caracterizando uma
arteriopatia aparentemente relacionada ao desaparecimento dos ductos biliares

interlobulares.

A caracterizacdo de uma arteriopatia relacionada a AB pode levar a pesquisa de
terapéuticas complementares a atualmente empregada, desencadeando mudancas no
prognostico da doenca. Este estudo visa a buscar alteracdes na expressao de moléculas

envolvidas em arteriopatia neste grupo de pacientes.

O sistema ANGPT/Tie 2 é da maior importancia no desenvolvimento normal das
estruturas vasculares, e seu desequilibrio esta implicado em distarbios da embriologia
vascular, na vascularizacdo de tumores e em doencas do epitélio biliar. A analise de sua
expressao na AB pode contribuir como valioso conhecimento sobre uma possivel

anomalia arterial presente na doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral: estudar o sistema ANGPTs/Tie2 no figado de pacientes

com AB.

4.2 Objetivos especificos:

4.2.1 Detectar a presenca das ANGPTs 1 e 2 e do receptor Tie 2 em amostras de figado
de pacientes com AB e com CIH utilizando o método de PCR em tempo real para
deteccdo de expressao génica.
4.2.3 Comparar a expressao por PCRq quantitativo das ANGPTs 1 e 2 e de seu receptor
Tie 2 em amostras de figado de pacientes com AB e com CIH.
4.3.3 Mensurar a espessura da tdnica média em amostras de figado de pacientes com
AB utilizando o0 método de morfometria.
4.2.4 Mensurar o percentual de RD em amostras de figado de pacientes com AB
utilizando o método de morfometria.
4.2.5 Mensurar a extensdo da fibrose em amostras de figado de pacientes com AB
utilizando o método de morfometria.
4.2.6 Demonstrar a localizacdo da ANGPT 1 no tecido hepéatico pela técnica de
imunohistoquimica.
4.2.7 Verificar a correlacdo entre a expressao por PCR em tempo real das ANGPTs 1 e
2 e de seu receptor Tie 2 nas amostras de figado de pacientes com AB e:

a. espessamento da tnica média arterial.

b. reacdo ductular.

c. extens&o da fibrose.

d. idade dos pacientes por ocasido da bidpsia.
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4.2.8 Verificar o impacto na sobrevida do figado nativo (definida como evolugéo ao
Obito antes do transplante hepatico ou ter o figado transplantado) com dois anos de vida
e na resolucéo da ictericia (bilirrubina total <2mg/dL) em seis meses pds —
portoenterostomia das variaveis selecionadas neste estudo as quais se relacionam ao

agravamento da doenca hepatica na AB p0s portoenterostomia.

5. HIPOTESE

Na AB, devido a acdo de um agente agressor ainda nédo esclarecido, ocorreria um
processo de “disrup¢do vascular” desencadeando hipdxia/isquemia nas estruturas
hepatobiliares e disfuncdo endotelial. A hipdtese do presente estudo é que as ANGPTSs 1
e 2 e seu receptor Tie 2 apresentem expressdo aumentada nos pacientes com AB em
relacdo a pacientes com outras causas de colestase neonatal. Esta expressdo aumentada
poderia estar relacionada com o espessamento da tinica média das arteriolas hepaticas e
com variaveis histoldgicas associadas a gravidade da AB, marcadoras de RD e de
extensdo de fibrose, bem como com a idade do paciente na ocasido da biopsia hepatica,

sobrevida de figado nativo e resolugéo da ictericia.
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6. METODOLOGIA

6.1 Delineamento

O delineamento deste estudo é transversal, de série de casos.

6.2 Amostra

A amostra € de conveniéncia. Avaliamos 32 casos dos quais dispinhamos de
material ultracongelado para anélise molecular dos fatores angiogénicos em estudo. O

periodo da coleta deste material foi entre dezembro de 2006 e marco de 2011.

6.2.1 Critérios de inclusdo: criancas com menos de seis meses com colestase
neonatal acompanhadas no Setor de Gastroenterologia Pediatrica do Servigo de
Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre que tivessem material bioldgico

armazenado para analise molecular e histoldgica.

6.2.2 Critérios de exclusao:

1. Apresentar diagnostico duvidoso quanto a causa da
ictericia colestatica.

2. Apresentar doengas associadas cuja presenca fosse
considerada fator de confuséo na expressao dos fatores em estudo (uso de
nutricdo parenteral total, apresentar sorologia reagente IgM para
citomegalovirus e sepse).

3. Apresentar material histologico insuficiente para analise

(menos de cinco espago-porta).
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Figura 6 — Fluxograma de coleta de amostras histologicas e moleculares

a) Valores fora dos parametros de analise para um paciente com AB — provavel
falha na técnica de PCR quantitativo.

b) Doencas associadas (NPT, sepses e CMV IgM reagente).

c) Material histolégico insuficiente.

Legenda: ANGPT — angiopoietina; RMED — razdo espessura da tunica média/diametro
luminal; DCol — densidade de colageno; PCK7 — percentual de citoqueratina 7.
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6.3 Definicéo de variaveis

e Area de colageno (ACOL): area de deposicdo de colageno. Corresponde
as areas com fibrose.

e Percentagem de citoqueratina 7-positiva: areas com citoqueratina 7
positiva (marcador de RD).

e Razdo da espessura da parede vascular/diametro luminal (RMED): mede
a espessura da tunica média das arterias.

e Resolucdo da ictericia em 6 meses ap0Os a portoenterostomia: apresentar
bilirrubina total no sangue menor que 2mg/dL.

e Sistema ANGPT/Tie 2: sistema de fatores angiogénicos

e Sobrevida de figado nativo em 2 anos ap0s a portoenterostomia: ndo ter

morrido nem ter sido transplantado neste periodo.
6.4 Coleta do material

O material histolégico foi coletado por bidpsia em cunha, durante a

colangiografia transoperatoria assistencial.

Foram coletados dois fragmentos de amostra de figado, um deles foi colocado
em um frasco contendo 1mL de RNA holder (BioAgency, Brazil) Este material foi
armazenado ultracongelado a -80°C no Banco de Tecidos do LHEG para analise
molecular. O outro fragmento foi colocado em formalina tamponada e parafinizado no

Servigo de Patologia do HCPA para andlise histologica e imunohistoquimica.
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6.5 Extracao do RNA

Para a extracdo de RNA foi utilizado o reagente Brazol® (LGC Biotecnologia,
Brasil). O material foi descongelado e cerca de 50 mg de figado foram colocados em um
homogeneizador de vidro juntamente com 1mL de Brazol® ou Trizol®. Foi feita a
maceracdo completa do material, até ndo haver amostra visivel (solugdo limpida). Todas
as etapas do processo foram realizadas com temperatura proxima a 4°C. Apos
homogeneizacdo completa, a solucdo foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL
ja contendo 166,66 pL de cloroférmio gelado. O tubo foi levado ao agitador do tipo
vortéx por cerca de 2 minutos. O material foi centrifugado a 12.000xg a 4°C por 15
minutos. A seguir, foi retirado o sobrenadante, o qual foi transferido para um tubo
eppendorf ja contendo 1mL de isopropanol gelado. Foi repetida a etapa de agitagdo em
vortex. A amostra foi novamente centrifugada nas mesmas condicdes anteriores, porém
por 20 min. O sobrenadante foi retirado, e o precipitado foi dissolvido com 30 uL de

agua livre de RNAse.

6.6 Quantificacdo do RNA

A quantificacdo de RNA foi realizada no aparelho NanoDrop 1000
Spectrophotometer, (Thermo Scientific Unisciense, EUA). Foi utilizado 1 pL de amostra
para a quantificacdo que foi expressa em ng de RNA/uL de solucdo. A amostra foi

verificada em gel de agarose 1,5% para observar se ndo houve degradacdo do material.

6.7 DNA Complementar

Foi utilizado o kit cDNA Superscript 11 e 11l RT® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Em um tubo de 0,2 mL foi pipetado 1 pL de oligo(DT), 1 uL de DNTP 10mmol,
3ug de RNA e 4gua de injecdo até um volume final de 12 uL.O tubo foi levado ao

termociclador a 65°C por 5 minutos. Apos resfriamento rapido do tubo, foi pipetado 4
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pL de 5x first stand buffer, 2 uL de DTT 0,1M e 1 pL de RNAse out. Novamente, a
amostra foi levada ao termociclador a 42°C por 2 minutos. Adicionou-se 1 uL de
superscript 11 ou Il e, entdo, o tubo foi incubado no termociclador a 42 °C por 50

minutos e & 70°C por 15 minutos.

6.8 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativo — PCRq

A PCR quantitativa ¢ uma metodologia que permite a quantificacdo dos produtos
de amplificacdo génica em todas as fases de uma reacdo de PCR. Durante a RQPCR, o
acumulo de amplicons é detectado em "tempo real”, para cada ciclo da reacédo, por meio
da excitacdo de fluorocromos que marcam sondas sequéncia-especificas ou primers
usados na reacdo. O uso de transcricdo reversa associada a PCR em tempo real tornou a
quantificacdo de RNA mensageiro mais simples e precisa. A PCR em tempo real requer
uma plataforma de instrumentacao que contém um termociclador acoplado a um sistema
Otico para a excitacdo da fluorescéncia e captura da emissao, além de um computador
para aquisicdo de resultados e analise final da reacdo. Vaérias tecnologias de PCR em
tempo real estdo disponiveis no mercado. Os dois sistemas mais usados sdo o SYBR
Green e 0 TagMan. O SYBR Green é um corante que se liga ao sulco menor da fita
dupla de DNA, tornando-o fluorescente. As vantagens de sua utilizacdo incluem o facil
manuseio e 0 baixo custo. Durante os ciclos consecutivos de PCR, a quantidade de
DNA de fita dupla se eleva de maneira exponencial, aumentando assim a quantidade de
SYBR Green ligado e sua fluorescéncia. Entretanto, quando ocorre amplificagdo
inespecifica ou amplificacdo de dimeros de primers, estes também sdo detectados,
interferindo com a quantificacdo final dos produtos especificos da reacdo. Para avaliar
se produtos de PCR inespecificos foram formados na rea¢do, uma curva de fusdo é
construida. Se apenas os produtos especificos de PCR foram amplificados, um Unico

pico sera visualizado no gréafico de fusdo. Enquanto a reacdo de PCR se processa, a
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polimerase sintetiza novas cadeias a partir dos primers e cliva a sonda correspondente,
resultando em aumento do sinal fluorescente que é captado a cada ciclo até atingir um
limiar (threshold), no qual todas as amostras podem ser comparadas. Este limiar
corresponde ao momento utilizado para analise da fluorescéncia. E um ponto definido
pelo pesquisador e obrigatoriamente deve estar na faixa em que a quantidade de
fluorescéncia gerada pela amplificacdo das amostras torna-se significativamente maior
que a fluorescéncia de base (background). O limiar é definido na fase exponencial da
reacdo de PCR, quando a quantidade de produto formada traduz de forma satisfatéria a
concentracdo inicial de fitas molde de RNA mensageiro e de DNA complementar

(mMRNA/cDNA) amplificadas pela reagédo (ALMEIDA, SADDI, 2007).

Neste estudo foi utilizado o kit SYBR Green ER SuperMix Universal®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O procedimento foi realizado conforme protocolo do
fabricante. Foram utilizados primers para Angiopoietina 1 e 2 e para seu receptor TIE2
e para padrdo interno S18. As sequéncias dos primers encontram-se no quadro 1. A
reacdo de PCR foi conduzida no equipamento Step One ( Life Technologies, USA) e a
quantificacdo relativa foi feita através do método 2*““" utilizando para calculo o
paciente com maior delta CT do grupo com colestase intra-hepéatica (menor expressao

dos genes de interesse). (LYVAK, SCHMITTGEN, 2001)
6.9 Preparacdes histologica e imunohistoquimica

As analises histoldgicas, imunohistoquimicas e de morfometria, foram feitas
pelos autores em conjunto com um patologista do Laboratério de Patologia
Experimental do HCPA (cegados para o diagnostico dos casos em estudo). O material
histologico hepatico armazenado parafinizado foi utilizado na coloragdo com

hematoxilia eosina (HE) na coloragdo de picrossirius. De cada amostra de tecido
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também foram utilizados 3 sec¢des de 5 um de espessura, para reagdo com o anticorpo
primario anti-citoqueratina7 (Dako, Glostrup, Denmark, diluicdo 1:100), empregado
para delinear as estruturas biliares utilizando-se esta marcacao para definir a extensao da
reacdo ductular e anti ANGPT 1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA diluicédo
1:100 — laminas confeccionadas no Laboratério de Patologia Clinica da PUCRS). O
anticorpo secundario utilizado foi anticorpo muliespécie, biotinilado. A técnica imuno-

histoquimica, descrita a seguir, € a da avidina — biotina - peroxidase.

Inicialmente foi feita desparafinizagdo do material e hidratacdo dos cortes,
seguido de tratamento em microondas. Apos a desparafinizagéo foi feito:
1) bloqueio da peroxidase enddgena com agua oxigenada a
0,5% em agua destilada;
2) exposicéo a leite desnatado a 5% em PBS
3) incubacdo com anticorpo primario e com anticorpo
secundario em camara Umida;
4) incubagdo com complexo avidina-biotina-peroxidase;
revelacdo com substrato cromogénico (DAKO). A contra-coloracéo

foi feita em hematoxilina.
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6.10 Captura de imagens

A captura de imagens foi feita por meio de um sistema de analise
computadorizada de imagens presente no Laboratério de Patologia do Centro de
Pesquisas do HCPA. Essa estacdo inclui um fotomicroscopio (Olympus BX60) com
captadores de posicdo, uma camera CCD (Sony) com adaptador de cAmera CNA-D2
(Sony), um computador com monitor em cores e mouse. A analise de imagem ¢é
processada com o software Image-Pro Plus®, da Media Cybernetics. Sdo captadas
aleatoriamente 10 imagens de cada lamina e gravadas em dispositivo fisico, no formato
TIFF, para posterior mensuracdo. O aumento das imagens no microscépio para a avalia-
cao das estruturas vasculares foi de 400x. A voltagem da lampada é mantida estavel
durante o processo de captura de imagens, permitindo a iluminacdo homogénea dos

campos microscopicos.

6.11 Avaliacdo morfométrica das estruturas vasculares arteriais para

medida de espessamento de parede arterial

Apos a captura de imagens de laminas histopatologia coradas com hematoxilina
- eosina (item 6.6), utilizando a ferramenta “extensdo” (length) de programa especifico,
medimos a espessura de parede vascular a qual corresponde a média dos valores de 6
medidas de espessura obtidas a partir de uma linha tracada do eixo central e conectando
um ponto localizado na interface média-adventicia e outro situado na interface média-
intima. O diametro luminal foi calculado como a média do comprimento de das linhas,
cada uma tracada em dois pontos opostos cada um deles situado na interface média-

intima representando 0 maior e 0 menor diametro.

A RMED foi baseada em Santos, et al.11 e é utilizada para detectar o
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espessamento da tlnica media.

Na figura 7 estdo grifadas as linhas utilizadas como medidas no calculo da

relacio da espessura da tinica média com o di@metro luminal

(RMED).

Figura 7 - célculo da razdo espessura da tunica média arterial/diametro luminal (RMED)
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6.12 Andlise da extensdo da reacdo ductular por método morfométrico -

quantificacdo da percentagem de estruturas CK7-positivas (PCK7)

Este método foi previamente desenvolvido e descrito por Santos et al, 2005. A
leitura do material marcado para CK-7 foi feita por método quantitativo. Medidas
morfométricas foram analisadas usando o programa de computador Adobe Photoshop
CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc., USA) em cada estrutura biliar de cada imagem
salva. A area da imagem positiva para CK-7 foi medida em pixels. Para cada paciente,
foi calculada a média de pixels encontrada nas 10 imagens. Em cada imagem foi
calculada a relacdo da area de positividade com a éarea total medida em pixels
utilizando-se a ferramenta color range do software. Foi selecionado um plano de fundo
e um primeiro plano de cores, em seguida foi aplicada a ferramenta grow com o
objetivo de amplificar o espectro da cor de interesse representando toda area positiva
para CK7. A figura 8 demonstra uma imagem da interface do programa utilizado na
analise morfométrica de uma lamina onde os ddctulos biliares estdo marcados com

citogueratina 7.
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Figura 8 - interface do programa utilizado na analise morfométrica da reacéo
ductular — PCKY. Estruturas biliares imunopositivas para citoqueratina 7 (cor
marrom escura).

6.13 Escore histoldgico de fibrose — area de colageno

A avaliacdo da extensdo de fibrose, do ponto de vista histoldgico, foi realizada
em laminas marcadas com picrossirius de acordo com (MASSEROLI et al, 2000). A
ACOL foi calculada através da razdo entre a area corada com picrossirius
(colageno)/area total em pixels da imagem. Para cada imagem, utilizamos a ferramenta
color range para marcar a coloragcdo de picrossirius e o restante da coloragdo da
imagem. Depois, foi aplicada a ferramenta grow para selecionar a area total com a

coloracéo de picrossirius.

A seguir a figura 9 demonstra a interface do programa utilizado para analise

morfométrica da extensdo da deposi¢do de colageno.
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Figura 9 - interface do programa utilizado na analise morfométrica da extensdo da
area de deposicgéo de colageno — ACol. Cor vermelha.
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6.14 Imunolocalizagcdo da Angiopoietina 1

A intensidade da coloracdo de ANGPT 1 nas estruturas analisadas foi feita
segundo WU, et al. 2004. Sendo zero sem coloragédo, 1 coloragéo fraca e 2 e 3 forte e
muito forte respectivamente. Para fins de analise, consideramos como positivas as

estruturas marcadas com coloracao 2 ou 3.

Figura 10 — Imunolocalizagdo da ANGPT 1 na atresia biliar.

Legenda: 1 Tunica média (marcacao 2); 2 endotélio venoso
(marcacao 3); 3 ducto biliar (marcacéo 2)
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6.15 Andlise estatistica

As variaveis qualitativas foram descritas com frequéncias e percentuais.

As varidveis quantitativas estdo descritas em médias e desvio padrdo ou

medianas e minimo/méaximo.

Inicialmente os dados foram testados quanto a normalidade da distribuicdo pelo

teste de Shapiro - Wilk.

O teste estatistico empregado na comparagdo entre grupos foi o teste ndo
paramétrico de Mann Whitney. A interdependéncia entre varidveis foi avaliada pelo

teste de correlacdo de Spearman.

A associacao das varidveis em estudo com a perda de figado nativo foi avaliada
pela regressdo de Cox, com hazard ratio e intervalo de confianca de 95%.
Adicionalmente, utilizamos o teste exato de Fisher para avaliar o efeito das variaveis em
estudo na perda de figado nativo. Os dados foram transformados em escala logaritmica

previamente a analise.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.

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

(Windows) versao 2010 e (Statistical Package for Social Sciences) SPSS verséo 20.0.

6.16 Considerac0es éeticas

Este trabalho foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pds Graduagdo do Hospital
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (numero 100023; data 20/04/2010). Os

responsaveis pelos pacientes em estudo assinaram termo de consentimento livre e
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esclarecido no momento da coleta do material e devido a utilizacdo dos prontuarios dos

pacientes, os autores preencheram o termo de compromisso para utilizagdo de dados.

6.17 Apoio Financeiro

Este trabalho recebeu financiamento do Fundo de Incentivo a Pesquisa e Evento

(FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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RESUMO

A atresia biliar (AB) é uma doen¢a da infancia caracterizada por uma
colangiopatia esclerosante progressiva que leva a obstrucdo biliar. O tratamento de
escolha é a portoenterostomia, cujo prognostico € relacionado a idade do paciente na
época da cirurgia e a varidveis histologicas como a extensdo da fibrose e da reacdo
ductular. O espessamento da tinica média (TM) sugere uma arteriopatia na patogenia da
AB. Nos avaliamos a expressdo do sistema angiopoietina (ANGPT)/receptor Tie2 no
figado de pacientes com AB e com colestase intra-hepética (CIH), correlacionando com
espessamento da TM, com varidveis associadas a gravidade da doenga e com o
prognastico pds operatorio. Métodos - a expressdo da ANGPT 1, ANGPT 2 e Tie 2 foi
feita com o método de PCR quantitativo em amostras de figado obtidas de pacientes
com AB (n23) na ocasido da portoenterostomia e de criangas de idade semelhante com
CIH (n7). As varidveis histologicas foram analisadas por método morfométrico.
Resultados - a ANGPT 1 e a ANGPT 2 apresentaram expressao aumentada no grupo
com AB em comparagdo com o grupo com CIH (P=0,024 e P=0,029, respectivamente).
No grupo com AB, a expressdo das ANPTs correlacionou-se positivamente com a
espessura da TM (ANGPT 1: r:=0,59, P=0,013; ANGPT 2: r;=0,52, P=0,032) e néo teve
correlacdo com varidveis associadas a gravidade da doenca. O Tie2 e as ANGPTs
correlacionaram-se negativamente (ANGPT 1: rs=-0,73, P<0,001; ANGPT 2: r;=-0054,
P=0,007). Conclusédo - Na AB ha uma expressao aumentada da ANGPT 1 e da ANGPT
2 e uma correlacdo positiva desta expressao com a espessura da TM, mas, ndo com a
idade na ocasido da portoenterostomia ou com variaveis histoldgicas associadas com a

gravide da doenca na época do procedimento.
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INTRODUCAO

A AB é uma doenga hepatobiliar infantil caracterizada por obstrucdo dos ductos
biliares associada a uma colangiopatia esclerosante progressiva. O tratamento inicial da
AB ¢ a portoenterostomia, a qual deve ser realizada assim que possivel tendo em vista
que as chances de sucesso a longo prazo diminuem conforme aumenta a idade na qual a
cirurgia € feita (1). Adicionalmente a idade da portoenterostomia, achados histolégicos
observados nas bidpsias coletadas na época do procedimento, como as extensdes da
fibrose e da reagcdo ductular representam variaveis associadas com a gravidade da

doenca e podem ajudar a predizer o prognostico pds-operatorio (2).

Independente da portoenterostomia, a AB pode induzir cirrose devido ao
processo de colangiopatia esclerosante continuo, fazendo desta doenca a principal causa
de transplante hepéatico (TxH) infantil. A etiologia desta colangiopatia permanece
desconhecida e a AB parece representar mais um fenotipo do que uma doenca Unica.
Nosso grupo esta interessado na pesquisa do papel de uma arteriopatia no
desenvolvimento da AB, tendo em vista que achados arteriograficos (3),
ultrassonograficos (4-6), de tomografia computadorizada (7), histolégicos (8) e
imunoistoquimicos (9) evidenciam espessamento da tinica média nos ramos da artéria
hepética levando a um remodelamento vascular associado a hipoxia/isquemia no espaco
porta € no porta hepatis. O conhecimento do comportamento das moléculas
angiogénicas no figado de pacientes doentes pode ser um importante elemento na
compreensdo da AB e da sua resposta a portoenterostomia. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o comportamento do sistema Angiopoietina (ANGPT)/receptor
tirosinaquinase com dominios de imunoglobulina—like e de fator de crescimento
epidermal (FCE)-like 2 (Tie 2), moléculas envolvidas na maturacéo da parede vascular,

no figado de pacientes com AB. Estes parametros biomoleculares foram
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correlacionados também com a ocorréncia de espessamento da tunica média, com
varidveis clinicas e histologicas associadas com a gravidade da doenca e com o
desfecho pos operatdrio. Nossa hipdtese era que a ANGPT 1 e seu receptor Tie 2 teriam
expressao aumentada no figado de pacientes com AB em comparacdo com casos de
colestase intra-hepatica (CIH) e que sua expressao na AB teria correlacdo positiva com
0 espessamento da TM e com varidveis associadas a gravidade da doenca, afetando o

prognastico pos operatorio.

PACIENTES E METODOS

Os pacientes em estudos foram 23 com AB e 7 com CIH, avaliados na data da
laparotomia exploradora que precedeu a portoenterostomia nos casos de AB. As causas
de CIH englobaram hepatite neonatal idiopéatica (n=4) e deficiéncia de alfa 1 antitripsina
(n=3). Durante o procedimento, duas amostras de tecido foram coletadas do seguimento
IV do figado. A primeira foi imediatamente colocada em um tubo contendo 1mL de
RNA holder (BioAgency, Brasil) e sequencialmente armazenado em freezer a -80°C
para analise de expressdo do RNA. A segunda amostra de tecidos foi colocada em

formalina e posteriormente emblocada em parafina para analise histoldgica.

PCR quantitativo (PCR q)

Extracdo de RNA e confeccdo do DNA complementar (cDNA)

O RNA foi extraido de 50 mg de tecido usando o Brazol (Labtrade, Brasil).
Resumidamente, as amostras foram maceradas com 1mL de Brazol. O cDNA foi gerado
usando 3 pg de RNA usando o Kit cDNA Superscript | e 1l RT (Invitrogen, Carlsbad,

CA), seguindo as instrucdes do fabricante.
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PCRq

O PCRq foi feito utilizando o Kit cDNA Superscript 11 e Il RT (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Os primers utilizados (ANGPT 1, ANGPT 2, Tie 2) e 0 gene de controle
S18, sua temperatura de anelamento e o seu tamanho estdo na tabela 1. A reacdo de
cadeia de polimerase (PCR) foi conduzida no StepOne (Life Technologies, Carlsbad,

CA) e a quantificagdo relativa foi feita pelo método 24",

Avaliacdo Morfométrica das variaveis histoldgias

Preparacao das Amostras e Captura das imagens

De cada amostra de tecido emblocada em parafina, seccdes de 5 pm foram
obtidas para a coloracdo de hematoxilina-eosina, picrossirius e para imunoistoquimica
de citoqueratina 7 (CK7; Dako, Glostrup, Dennamark; diluicdo 1:100) e para ANGPT1
(R&D Systems, Minneapolis, MN; diluicdo 1:100). A imunomarcacdo foi amplificada
usando o complexo avidina — biotina peroxidase, como descrito previamente (11), sendo
0 anticorpo secundario um anticorpo multi-espécie (Easy Path; Erviegas Ltd, Sdo Paulo
Brasil). Laminas com coloracdo hematoxilina-eosina foram usadas para avaliar
morfometricamente a razdo “espessura da TM/didmetro luminal” (RMED) com o
objetivo de descrever espessamento de TM enquanto que aquelas coradas com
picrossirius foram utilizadas para descrever a area de deposicdo de colageno para
analisar a extensdo da fibrose. As laminas coradas com CK7 foram utilizadas para
determinar a reagdo ductular através do percentual de positividade de CK7 (PCK7). A
captura de imagens foi feita no fotomicroscépio Olympus BX51 equipado com uma
camera digital (Olympus BX 60). Foram capturadas, randomicamente, 10 imagens de

cada lamina, em aumento de 200X, para analise morfométrica. Essas imagens
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continham ramos arteriais, areas de fibrose e de reacdo ductular. A analise morfométrica
foi feita com o programa Adobe Photoshop CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc.,
San Jose, CA). O pesquisador responsavel pela analise morfométrica permaneceu

cegado para a condicdo clinica do paciente.

Razédo da espessura da tunica média/diametro luminal (RMED)

A RMED foi avaliada como descrito previamente (8). A espessura da tunica
média e o didmetro luminal foram avaliados utilizando a ferramenta de media manual
do software. Para cada vaso, a espessura arterial foi calculada como a média de 6
medidas da parede vascular, cada uma obtida por uma linha tracada do eixo central e
conectando um ponto localizado na interface média-adventicia e outro situado na
interface  media-intima. O didmetro luminal foi calculado como a média do
comprimento de das linhas, cada uma tracada em dois pontos opostos cada um deles

situado na interface média-intima representando o maior e 0 menor diametro.

Percentagem de positividade de citoqueratina 7 (PCK7)

A avaliacdo da PCK7 foi feita como descrita previamente (2). A medida da
PCKZ7 foi feita em pixels utilizando-se a ferramenta color range do programa de analise
de imagem. Foi selecionado um plano de fundo e um primeiro plano de cores, em
sequida foi aplicada a ferramenta grow com o objetivo de amplificar o espectro da cor
de interesse representando toda area positiva para CK7. O total de pixels por imagem
permaneceu constante em todos os campos para as amostras analisadas. A PCK7 foi
calculada, em cada imagem, atraves da razdo “area de positividade de CK7/total de

pixels da imagem”.
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Area de deposicdo de colageno

A ACOL foi realizada em Iaminas marcadas com picrossirius como previamente
descrito (12). A ACOL foi calculada através da razdo entre a &rea corada com
picrossirius (colageno)/area total em pixels da imagem. Para cada imagem, utilizamos a
ferramenta color range para marcar a coloragao de picrossirius e o restante da coloragéo
da imagem. Foi selecionado um plano de fundo e um primeiro plano de cores
(picrossirius), em seguida foi aplicada a ferramenta grow com o objetivo de amplificar o
espectro da cor de interesse representando toda &rea positiva para picrossirius. O total de
pixels por imagem permaneceu constante em todos oS campos para as amostras

analisadas.
Imunolocalizagcédo da ANGPT 1

A imunolocalizacao histologica da ANGPT 1 foi feita por um patologista cegado
para a condi¢do clinica do paciente, utilizando o método semi-quantitativo descrito

previamente (13).
Avaliacdo do desfecho pos operatério

O desfecho pds-portoenterostomia foi avaliado como resolucdo da ictericia nos
primeiros 6 meses depois da cirurgia e pela perda do figado nativo (transplante ou
Obito) nos dois anos seguintes do procedimento. Os dados clinicos foram coletados

retrospectivamente pelos autores deste estudo.
Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram expressas com media £+ DP ou mediana
(minimo-maximo). Dados categoricos foram expressos como frequéncias e

percentagens.
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O teste estatistico empregado na comparacdo entre grupos foi o teste nédo
paramétrico de Mann Whitney. A interdependéncia entre varidveis foi avaliada pelo

teste de correlacdo de Spearman.

A associacdo das variaveis em estudo com a perda de figado nativo foi avaliada
pela regressdo de Cox, com hazard ratio e intervalo de confianca de 95%.
Adicionalmente, utilizamos o teste exato de Fisher para avaliar o efeito das varidveis em
estudo na perda de figado nativo. Os dados foram transformados em escala logaritmica

previamente a andlise.

O nivel de significancia considerado foi de 5%.

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

(Windows) versao 2010 e (Statistical Package for Social Sciences) SPSS versao 20.0.

Etica

Este trabalho foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao do Hospital

Hospital de Clinicas de Porto Alegre em 20 de abril de 2010.

RESULTADOS

Este estudo incluiu pacientes submetidos a laparotomia exploradora como parte
da investigacdo de colestase neonatal entre dezembro de 2006 e marco de 2011. O
grupo de pacientes com AB foi composto por 7 meninos e 16 meninas com idades entre
68 (19-110) dias de vida por ocasido da portoenterostomia, enquanto que o grupo de
CIH foi composto de 7 meninos com idade de 81 (39-147) dias de vida, sem diferenca
estatistica entre os grupos quanto ao sexo e a idade em que forma submetido a bidpsia
hepatica (P=0,381). No grupo com AB, todos 0s pacientes apresentavam a forma

isolada de AB e tinham sorologia para CMV IgM negativa no momento da coleta do
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material. A idade da maioria dos pacientes do grupo com AB (n=13; 56%) esteve entre
60-89 dias de vida, enquanto que 8 (35%) tinham idade menor de 60 dias de vida e
apenas 2 (8,5%) foram submetidos a cirurgia depois de 90 dias de vida. Nenhum
paciente em estudo era prematuro, apresentava sepse ou fazia uso de nutricdo parenteral

total.
Expressao génica

A expressdo génica, avaliada pelo método exponencial 2 “*“', da ANGPT1, no
grupo com AB, foi de 92,9 (2,1 - 23493,9) enquanto que no grupo com CIH foi de 14,6
(1 - 32,5), ocorrendo uma diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos

(P=0,024) (Figural).

A expressdo génica da ANGPT2 foi 136,0 (0,1 - 14076,5) no grupo com AB e
14,6 (1 - 32,7) no grupo com CIH, havendo uma diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos (P=0,029) (Figura2).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos AB [3444,3
(9,5 - 90147,5)] e CIH 10369 [(1,0 - 25521,7) (P=0,501)] com relacdo a expressao

génica do Tie 2.
Avaliagdo morfométrica

A éarea de deposicdo de colageno nos pacientes com AB foi de 24,1 (2,6 -
38,7)% enquanto que no grupo com CIH foi 13,1 (5,3 - 29,6) sem diferenca estatistica
entre os grupos (P=0,275). A PCK7 foi de 7,5 (1,7 - 15,1)% no grupo com AB e de 3,1
(2,3 - 5,4)% no grupo com CIH também sem diferencga estatisticamente significativa
entre os grupos (P=0,065). Entretanto, os pacientes com AB pareceram apresentar

valores mais altos (Tabela 2).
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Correlacdo da expressdo génica com variaveis associadas a gravidade da

AB

Quando avaliamos a interdependéncia entre a expressdo génica do sistema
ANGPT/Tie2 e a RMED bem como variaveis associadas a gravidade da AB (idade na
portoenterostomia, ACOL e PCK7), o Unico parametro que apresentou correlacao
positiva com a expressdo de ANGPT 1 e de ANGPT 2 foi a RMED, em ambos 0s casos
apresentando correlacdo moderada positiva (ANGPT 1 rs=0,59; P=0,013 e ANGPT 2
rs=0,52; P=0,032). Ndo houve correlacdo entre o sistema ANGPT/Tie 2 e variaveis
associadas a gravidade da AB (idade na portoenterostomia, ACOL e PCK7). Uma
correlacdo inversa foi verificada entre a expressao do Tie 2 a expressdao da ANGPT 1
(rs=-0,73; P<0,001) e da ANGPT2 (rs=-0,54; P=0,007). Relativamente as variaveis
associadas a gravidade da AB, a PCK7 correlacionou-se positivamente com idade na

portoenterostomia (rs=0,7; P=0,002) e com a ACOL (rs=0,55; P=0,022) (Tabela 3).

Adicionalmente, dividimos o grupo de pacientes com AB em dois grupos de
acordo com uma expressdo génica de ANGPT 1 maior ou menor que 3 vezes 0 maior
valor de expressao génica da ANGPT 1 no grupo com CIH e comparamos a espessura
da TM avaliada pela RMED entre esses dois grupos. N6s observamos que o0s pacientes
com expressdo de ANGPT 1 maior apresentaram valores de RMED de 1,2 (0,5 - 2,8),
enquanto aqueles com expressdo menor de ANGPT1 apresentaram valores menores de
RMED 0,9 (0,4 - 1,5), sem diferenca estatistica entre os grupos, porém demonstrando

uma significancia limitrofe (P=0,068) (Figura 3).
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Efeito das variaveis em estudo sobre o prognostico pds-portoenterostomia

Neste estudo, 10 de 23 (43,5%) dos pacientes, morreram ou foram submetidos a
TxH nos dois primeiros anos depois da portoenterostomia, com uma idade de 309 (189 -
512) dias. A sobrevida com seu figado em dois anos foi de 46,5%. Nenhuma variével
em estudo, incluindo o sistema ANGP/Tie 2, idade na portoenterostomia, RMED, PCK7
e ACOL influenciaram a ocorréncia de morte ou TxH no segundo ano po6s operatorio
(Tabelad4). Nove de 23 (39%) dos pacientes tinham bilirrubina total menor que 2,0
mg/dL em seis meses apds a portoenterostomia. Este dado, ndo foi afetado por nenhuma

das variaveis em estudo (Tabela 5).

Imunolocalizagdo da ANGPT1

A imunolocalizacdo da ANGPTL1 ocorreu no endotélio arterial, venoso e
sinusoidal de 100% dos pacientes em ambos 0s grupos (AB e CIH). Esta positividade
também ocorreu na TM e nas estruturas biliares de 14 e 50% dos pacientes com AB
respectivamente, enquanto que apenas 1 paciente com CIH tinha estruturas biliares

marcadas (Figura 4).

DISCUSSAO

A angiogénese é parte ndo apenas da embriogénese normal, mas também, da
patogénese de diversas doencas, entre elas, as doencas hepaticas. O oxigénio (0O2)
desempenha um papel fundamental na regulagdo da angiogénese e do VEGF A, o
principal fator angiogénico. Quando induzido por hipoxia, 0 VEGF estimula a formacao
de novos vasos procurando reestabelecer um fornecimento adequado de O2 aos tecidos.
No figado, fibrogénese e angiogénese sdo processos intimamente relacionados. A
cirrose desarranja a vasculatura normal dos hepatocitos limitados aos nédulos fibréticos,

sofrendo de hipoxia constante e mantendo a producdo de VEGF A. Adicionalmente, o
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VEGF A induz reacdo ductular e fibrogénese (15). Alteracdes estruturais e mecanicas
desencadeadas pela hiperplasia das células hepaticas promovem um blogueio dos vasos

hepéticos, perpetuando o processo cirrogénico.

As colangiopatias apresentam comemorativos especificos em relacdo aos vasos
sanguineos, tendo em vista que os ductos biliares sdo nutridos exclusivamente pelo
plexo vascular peribiliar formado por ramos da artéria hepatica (16). O plexo vascular
peribiliar é anormal em desordens como a colangite esclerosante (17) e algumas
doencas atribuidas a colangiopatia isquémica (18). Entretanto, em muitas doengas, 0
papel patogénico de distirbios dos ramos arteriais persiste ndo esclarecido (19,20). A
AB é uma colangiopatia de causa desconhecida. Ela afeta os ductos biliares intra- e
extra-hepaticos e, geralmente, resulta em cirrose independente da realizagdo da

portoenterostomia em tempo habil (1).

Nosso grupo avaliou o papel de uma arteriopatia na etiopatogenia da AB tendo
em vista que pacientes com AB apresentam espessamento da TM em ramos arteriais
hepéaticos, o qual é progressivo desde a portoenterostomia até o TxH. As artérias
apresentam-se espessadas e distorcidas no porta hepatis (8,9). Na AB, ha evidéncias
arteriograficas precoces de ramos arteriais hepaticos periféricos distroficos, com
contornos irregulares e imagens sugestivas de oclusdo (3). Estudos tomograficos e
ultrassonograficos demonstram um lamen arterial hepatico alargado no porta hepatis
sugerindo a presenca de um bloqueio ao fluxo sanguineo ao nivel dos vasos intra-
hepéticos (4-7). A expressdo imunoistoquimica do VEGF A no figado de pacientes
com AB é localizada nas paredes das artérias e nos ductos biliares nos espacos porta e
no porta hepatis sugerindo a presenca de hipoxia nestes locais. A presenca de VEGF A
por ocasido da portoenterosmia é relacionada ao espessamento da TM (9). Os

mecanismos envolvidos nas anormalidades vasculares arteriais da AB devem ser
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completamente investigados, levando a uma definicdo do papel de uma colangiopatia

isquémica na etiologia da doenca.

Nas condi¢es normais e patoldgicas, seguindo a vasculogénese inicial induzida
por VEGF, os novos vasos sofrem maturacdo adicional e estabilizacdo da parede
vascular através da agdo de moléculas como as do sistema ANGPT/Tie2. A ANGPT 1
induz fosforilagéo do receptor Tie 2, promovendo sua ativagédo, enquanto a ANGPT 2
inibe competitivamente o Tie 2 (21,22). A ANGPT 1 promove interacdo entre as células
endoteliais e as células de suporte, levando a um recrutamento de pericitos e de células
musculares lisas para formar novos vasos. Ela também estd envolvida da diminuicéo da
inflamacéo e da permeabilidade vascular (23), agindo sinergicamente com o VEGF ndo
somente na angiogénese como na imunidade com o intuito de integrar as respostas

inflamatdria e angiogénica.

Algumas citocinas induzidas pela ANGPT 1 estimulam a expressdo de VEGF,
potencializando a neovascularizacdo de tecidos (24). Em modelos animais, a expressao
aumentada de ANGPT 1 e VEGF promovem a proliferacdo de vasos alargados na pele
(25). A expressdo aumentada isolada da ANGPT 1 em ratos leva a hipertensdo
pulmonar com espessamento da TM em arteriolas. Angiografias pulmonares dos
animais afetados demonstram bloqueio das arteriolas periféricas (26). Como estes
achados se assemelham aos da AB evidenciados na histologia (8) e na arteriografia (3)
dos pacientes afetados, conduzimos este estudo com o objetivo de verificar a expressao

da ANGPT 1 no figado de pacientes com AB.

NOs observamos que na AB h& uma expressdo aumentada de ANGPT 1 em
relacdo aos pacientes com CIH e que a expressdo desta molecula esta associada ao

espessamento da TM. Adicionalmente, dividindo o grupo de pacientes com AB em 2
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subgrupos, um com alta e outro com baixa expressdo de ANGPT 1, verificamos que o

espessamento da TM parece ser diferente entre eles.

Na avaliagdo imunohistoquimica, encontramos expressdo de ANGPT 1 no
endotélio vascular e sinusoidal nos pacientes com CIH, enquanto que, em 50% dos
pacientes com AB, verificamos esta expressdo também no epitélio biliar, além do local
habitual de expressdo. Fabris et al. (2006) observaram expressdo de ANGPT 1 nos
colangidcitos de pacientes com doenga policistica renal autossémica dominante
(ADPKD, do inglés autosomal dominant polycystic kidney disease), desordem que
inclui uma malformacéo biliar, especificamente na placa ductal embrionaria normal. Na
ADPKD, a ANGPT 1 em conjunto com o VEGF induziu a proliferacdo de colangiécitos
e da vasculatura, promovendo o crescimento de cistos e de seu suprimento vascular
(27). No presente estudo, observamos, adicionalmente, a presenca de ANGPT 1 nas TM
de 14% dos pacientes com AB e este padrdo especifico de expressdao da ANGPT 1 pode
estar demonstrando a anormalidade vascular da AB associada a espessamento da TM. O
insulto que promove o espessamento da TM na AB é desconhecido e pode envolver um
processo imunomediado, uma expressdo génica local alterada ou, até mesmo, um shear
stress cronicamente aumentado devido & hipertensdo porta intra-hepatica presente na

AB.

Um achado inesperado deste estudo foi a associacdo da expressao aumentada da
ANGPT 2 com o espessamento da TM na AB. Anteriormente, o efeito da ANGPT 2 era
entendido como sendo competitivo ao efeito da ANGPT 1 em relacdo ao Tie 2.
Atualmente, é sabido que a ANGPT 2 age na maturacdo de novos vasos na dependéncia
das condicGes apresentadas pelo tecido em questdo (28), particularmente na
dependéncia da expressdo do VEGF A. Na presenca de VEGF A, a ANGPT 2

potencializa a acdo da ANGPT 1 na maturacdo de novos vasos, enquanto que, na sua
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auséncia, ela promove a regressdo vascular (29,30). Adicionalmente, a interacdo do
VEGF com a ANGPT 2 ¢ atuante tanto no desenvolvimento de fibrose hepatica como
de carcinoma hepatocelular (32). A acdo aditiva da ANGPT 1 e da ANGPT 2 no
espessamento da TM na AB, evidenciada em nosso estudo, pode ser explicada pelo fato
de que o VEGF ¢ fortemente expressado nas estruturas portais, incluindo a TM de

ramos da artéria hepatica (9).

Um segundo achado ndo esperado foi a correlagdo negativa entre a expresséo
das ANGPTSs e a do receptor Tie 2. Isto pode ser resultado de um balango competitivo
do VEGF e da ANGPT 1 que ocorre em estados pré-angiogénicos com o intuito de
evitar a estabilizacdo vascular completa de modo a continuar a proliferacdo de novos
vasos. Este balanco é atingido pela clivagem do Tie 2 pelo VEGF, criando um Tie 2
soltvel o qual, ao ligar-se a ambas ANGPTSs, inibe a cadeia de sinalizacdo molecular e
assim regula a maturacéo dos vasos (24). Um processo similar pode ter afetado os niveis
teciduais do receptor Tie 2 nos figados de pacientes com AB, o0 que, provavelmente,
representa um estado pro-angiogénico pronunciado devido ao processo fibrogénico.
Outro mecanismo de atenuacdo da ativacdo do Tie 2 é a inducdo de seu turnover de
forma dose-dependente pela ANGPT 1 e, menos marcadamente, pela ANGPT2, levando
a ubiquitinacdo e degradacédo do receptor (33). A amplitude e a extensdo da sinalizacéo
sobre os receptores tirosinaquinase, como o Tie2, parecem ter um papel decisivo no
mecanismo de atenuacdo (34). Os altos niveis de expressao das ANGPTSs, associados a
natureza cronica da AB, podem explicar a correlagdo negativa evidenciada entre as
ANGPTs e o receptor Tie2 neste estudo. Entretanto, tentando elucidar como as
ANGPTs podem induzir espessamento da TM na presenca de niveis normais do
receptor Tie 2 e, inclusive, apresentando uma correlacdo negativa com seu receptor, sera

necessario avaliar na AB o papel do recentemente descrito receptor de ANGPT 1,
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chamado Tie 1, cuja expressdo aumentada associa-se com aterosclerose, aumento do

shear stress e inflamacéo (35).

Outro achado inesperado foi a auséncia de correlacdo entre as ANGPTs e as
variaveis associadas com gravidade da AB (idade na portoenterotomia, ACOL e PCK7)
desde que hé& relatos da associagdo da expressdo destas moléculas com fibrogénese
hepética e, consequentemente, com a gravidade da doenca (36). Em relacéo,
especificamente a ACOL, a falta de correlacdo pode dever-se as dificuldades inerentes
de avaliacdo da fibrose hepatica, tais como erros amostrais e variagdes fenotipicas
idiossincrasicas em relacdo a fibrogénese (2). A auséncia de correlagdo entre a
expressao das ANGPTSs e a extensdo da fibrose contraria a suposi¢do de que a expressdo
aumentada destas moléculas na AB e a associacdo com espessamento da TM possa ser
totalmente explicada pelo shear stress. Entretanto, 0 pequeno nimero de pacientes em
estudo pode ter contribuido para este achado e para a auséncia de correlacdo entre a
expressdo das ANGPTs e as variaveis associadas a gravidade da doenca, idade na

portoenterostomia e PCK7.

Os achados do presente estudo sugerem que, na AB, a expressao aumentada das
ANGPTs ndo esta relacionada com a gravidade clinico-histoldgica da doenca hepética

no momento da portoenterostomia.

O que significa a expressao aumentada das ANGPTs associada ao espessamento
da TM que evidenciamos nos casos com AB? Desmet (37) descreveu a ocorréncia de
hipoplasia venosa associada a hiperplasia de vasos arteriais nos figados de pacientes
com AB. Uma explicacédo para este achado e para os achados observados neste estudo é
que estamos detectando uma alterag&o vascular secundaria a hipertenséo porta na AB.

Em situacbes de muita fibrose hepética, o fluxo hepatico torna-se marcadamente
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arterializado. Na AB, uma doenca caracterizada por fibrose hepética intensa e
hipertensdo porta, precoces, isto pode ser particularmente intenso, levando a um
desequilibrio dos fatores angiogénicos envolvidos na especificacdo artério-venosa e
determinando os achados histoldgicos observados no figado: diminuicdo dos ramos
Venosos porta associada a um aumento dos ramos arteriais. A hipoplasia da veia porta
no hilo pode ser um evento secundario a diminuicdo do fluxo venoso e um shear stress
aumentado pode explicar o espessamento da TM. O VEGF e as ANGPTs seriam
moléculas sinalizadoras envolvidas neste processo fisiopatogénico. Outra explicacdo é
que na AB haveria uma alteracdo primaria na expressao génica que controla a
especificacdo artério-venosa e a maturagdo vascular como a do Sonic Hedgehog ou do
Notch afetando moléculas angiogénicas como as ANGPTSs (38,39). Neste caso, nossos
achados podem refletir um efeito secundéario na cascata de transcricdo molecular devido

uma desregulacdo génica local.

Em concluséo, este estudo mostra que, na AB, hd uma expressdo aumentada da
ANGPT 1 e da ANGPT 2 e que esta expressao estad correlacionada ao espessamento da
TM. Isto ocorre independentemente da idade por ocasido da portoenterostomia e de
variaveis histoldgicas associadas com a gravidade da doenca (extensdo da fibrose e

reacao ductular) no momento do procedimento.
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Tabela 1: Primers utilizados no PCR q

Moléculas

ANGPT 1

ANGPT 2

TIE 2

RNA18S

Primers

F: GGTCACACTGGGACAGCAG

R: CATCAAACCACCATCCTCCTG

F: GCAGCATCAGCCAACCAGG

R: GCATCAAACCACCAGCCTCC

F: CGGAGATGTGAAGCCCAGAAG

R: CCTTCCCATAAACCCAGGAGG

F: GACGGACCAGAGCGAAAGC

R: GTCGGCATCGTTTATGGTCGG

TA

58 °C

58 °C

59.5°C

59.0 °C

57.8°C

57.3°C

58.6°C

58.4°C

Tamanho

(PB)

134

106

123

113

Abreviagdes: TA — temperatura de anelamento; PB — pares de bases; PCRq — PCR

quantitativo



96

Tabela 2- Comparacéo entre os grupos com AB e com CIH de acordo com a area

de coldgeno e com o percentual de citoqueratina 7

Grupos
Variaveis
mediana (min-max)
P
Atresia Biliar Colestase Intra-hepatica
ACol (%) 24,11 (2,6 — 38,7) 13,05 (5,32 — 29,62) 0,275
PCKT7 (%) 7,45 (1,74 — 15,05) 3,05 (2,3 -5,35) 0,065

Estatistica: Mann-Whitney
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Tabela 3: Correlagcéo entre a expressdao génica do sistema ANGPT/Tie2, a razéo

espessura TM/diametro luminal — RMED e as variaveis associadas com a gravidade da

doenca (idade na portoenterostomia, &rea de deposicdo de colageno e percentagem de

citoqueratina 7).

Variaveis  ANGPT1 ANGPT2 Tie2 RMED PCK7 ACol
ANGPT 2 0,69 -

(<0,001)
Tie 2 -0,73 -0,54 -

(<0,001) (0,007)
RMED 0,59 0,52 -0,46 -

(0,013) (0,032)  (0,063)
PCK7 -0,15 0,09 0,23 0,33 -

(0,955) (0,743)  (0,384)  (0,202)
ACOL 0,06 -0,07 0,14 0,39 0,55

(0,808) 0,779)  (0,599)  (0,125) (0,022) -
Idade 0,18 -0,02 0,05 0,03 0,70 0,33
biopsia (0,428) (0,934)  (0,805)  (0,907) (0,002)  (0,195)

Estatistica — Correlacdo de Spearman. Em cada célula, os dados sdo apresentados pela

correlacdo de Spearman e sua significancia estatistica (parénteses). (-) correlagcdo do

parametro com ele mesmo.
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Tabela 4 - Associacao das variaveis em estudo com a sobrevida de figado nativo (morte

ou transplante hepético) em 2 anos apos a portoenterostomia

Variavel Ocorréncia de Morte ou transplante hepatico
HR 95%IC P

ANGPT1 0,88 (0,59 -1,33) 0,553
ANGPT?2 1,2 (0,72 -2,01) 0,491
Tie2 0,84 (0,44 — 1,57) 0,576
RMED 2,5 (0,08 — 84,44) 0,599
ACOL 1,02 (0,09 - 12,30) 0,988
PCK7 1,32 (0,09 - 19,84) 0,843
Idade 1,01 (0,98 —1,05) 0,428
bidpsia

Estatistica: regressdo de Cox, hazard ratio (HR) e intervalo de confianca (IC) de 95%. Os
dados foram transformados em escala logaritmica antes da anélise, com exce¢do da idade na

portoenterostomia.
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Tabela 5: Associacdo das variaveis estudadas e a resolucdo da ictericia

(bilirrubina total <2mg/dL) em 6 meses apds a portoenteostomia

Variaveis Resolucéo da ictericia
sim nao P
ANGPT1 97,1 (2,7 -4770,8) 48,5 (2,1 - 13216) 0,673
ANGPT2 162 (2,7 — 6905,4) 48,5 (0,1 - 1644) 0,387
Tie2 2896,3 (268 - 3444 (9,5 - 90147) 0,730
80126)

Idade 66 (32 - 88) 60 (48 - 109) 0,605
biopsia

RMED 1,2 (0,4 -1,6) 1,1(0,5-1,9) 0,620
PCK7 8,1 (5,1-13,1) 6,1 (1,7-15,1) 0,456
ACOL 19,8 (14,3 - 37,4) 25,3 (2,6 — 38,7) 0,620

Estatistica: Mann-Whitney. Os dados séo apresentados em mediana (min-méx).
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Figura 1 — Expressdo da Angiopoietina 1 em pacientes com atresia biliar e com colestase

intra-hepética. Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatistico
Mann-Whitney. *P=0,024
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Figura 2 — Expressdo da Angiopoietina 2 em pacientes com atresia biliar e com colestase

intra-hepéatica. Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatistico
Mann-Whitney. *P=0,029
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Figura 3 — Comparagéo dos valores da razdo espessura da tanica média/didmetro luminal
(RMED) entre subgrupos com atresia biliar conforme os valores de expressdo génica da
angiopoietina 1 avaliados pelo método de exponencial 2**°T, considerando um valor de
corte de 3X o valor maximo da expressao génica desta molécula no grupo com colestase
intra-hepatica. Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatistico
Mann-Whitney. *P=0,068
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Figura 4 — Imunolocalizagdo da angiopoietina 1 nos pacientes em estudo (400X). Observa-
se positividade no endotélio venoso (v), arterial (a) e sinusoidal (s), ddctulos neoformados
(d) e na tanica média (a) em paciente do grupo com AB (A) e no endotélio (v,s,a) e
dictulos neoformados (d), sem positividade na TM (a), em paciente do grupo com CIH

(B).
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A AB é a doenca hepatobiliar crénica mais prevalente na infancia e é a principal
causa de transplante hepatico em criancas. O fator desencadeante desta desordem biliar
é desconhecido. Inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
elucidar a etiopatogenia e os fatores envolvidos na progressdo da doenca que cursa com
uma colangiopatia, fibrose e, finalmente, cirrose. Uma arteriopatia poderia estar
envolvida na progressao desta doenca. Este fato motivou o estudo do comportamento de

fatores angiogénicos em pacientes com AB.

Neste estudo, verificamos a presenca e o grau de expressao génica de ANGPTL,
ANGPT2 e de seu receptor Tie2 no figado de pacientes com atresia biliar e com
colestase intra-hepética. Evidenciamos uma correlacdo positiva da expressdo génica da
ANGPT1 com espessura aumentada de tlnica media em amostras de figados de
pacientes com AB, somando nossos achados a outros achados nesta linha de pesquisa.
N&o encontramos correlacdo da expressdo destes fatores angiogénicos com marcadores
histoldgicos de fibrose e de reacdo ductular, nem com perda de figado nativo em dois

anos ou resolucdo da ictericia em 6 meses.

Uma limitacdo de nosso estudo é a quantidade pequena de individuos incluidos
na amostra, tendo em vista a raridade da AB e de a disponibilidade de material

bioldgico para todos os fatores em estudo ter sido limitada.

Isto reforga a necessidade de colaboracdo multicéntrica e de padronizagdo de
bancos de tecido (nas diversas formas necessarias para pesquisa histoldgica, bioquimica

e molecular) em condicGes raras como a AB.



Anexo 1 — Alerta Amarelo

ALERTA AMARELO

O aumento da bilirrubina direta (colestase) representa a presencga de
doenc¢a hepatocelular ou biliar e necessita exploragao clinica urgente. O
diagnéstico precoce e o tratamento adequado influem decisivamente na
sobrevida e na qualidade de vida de muitos pacientes, como nos portadores
de atresia biliar e alguns erros inatos do metabolismo.

A atresia biliar € a principal causa de transplante hepatico em
criangas e, se nao tratada, é fatal em 100% dos casos. A cirurgia de Kasai
(portoenterostomia) € a Unica alternativa para evitar o transplante hepatico,
tendo melhores resultados se realizada precocemente. No Brasil, o
encaminhamento tardio destes pacientes € um importante problema.
Medidas simples, como as descritas a seguir, podem facilitar o diagndstico
precoce e melhorar o prognostico destas criancas:

- O recém-nascido que persistir com ictericia com idade igual ou maior
que 14 dias deve ser avaliado do ponto de vista clinico (global e
coloracédo das fezes e urina) e laboratorial (bilirrubinas).

- Se as fezes foram “suspeitas” ou a crianca apresentar aumento de
bilirrubina direta, encaminhar o paciente para servicos especializados.

Departamento Cientifico de
Gastroenterologia Pediatrica

SBP
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Anexo 2 — Protocolo de Coleta de Dados

Nome:

Grupo:

1. AB
2. colestase intra-hepatica (CIH)

Data de nascimento:

Idade da bidpsia: dias
Idade do transplante: dias
Idade do 6bito: dias

HISTOPATOLOGIA I:

FIGADO

PCK7

%

Densidade superficial de colageno:

%

AP

Registro
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Escore de fibrose:

Raz&o espessura da tinica média/ diametro luminal:

RTPCR Angl (exponencial DDCT):

RTPCR Ang2 (exponencial DDCT):

RTPCR Tie2 (exponencial DDCT):

MARCADOR IMUNOISTOQUIMICO:

Angiopoietina

Artérias:

Endotélio:

Tanica média:

Outras estruturas:

Ddctulos biliares:

Hepatdcitos:

Veias

centrolobulares:

ramos portais:

Estruturas da matriz:

Estruturas dos sinusoides:

0() 1() 2() 3()

0() 1() 2() 3()

0() 1() 2() 3()

0() 1() 2() 3()

0C) 1() 2() 3()
0C) 1() 2() 3()
0() 1() 2() 3()

0() 1() 2() 3()
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Anexo 3 — Dados Brutos

108

Pac | RMED | Acol | PCK7 | ANGPT1 ANGPT2 | Tie2 IdBio | Perda anic 6
Fig Nat 2a | meses

101 | ,88 21,56 | 14,53 | 17,75 17,82 90147,50 | 77 sim nao

102 | ,46 2,60 |259 |2,06 2,05 13307,94 | 48 sim nao

103 | ,60 25,95 | 13,39 | 50,56 25,55 18432,95 | 110 sim

104 | 1,11 37,39 | 7,03 | 19,29 19,51 80126,95 | 82 nao sim

105 41,93 42,15 20594,90 | 71 nao

107 | 1,45 24,11 | 9,93 | 6,68 6,68 5556,65 | 66 nao sim

112 | 1,08 25,30 | 6,07 | 6,82 6,84 344431 | 60 sim nao

116 | ,43 24,83 | 8,09 | 2,68 2,68 15076,35 | 69 nao sim

119 32,22 32,39 3821,70 | 63 nao sim

120 | 1,10 25,36 | 4,79 | 48,50 48,49 11993,79 | 56 sim nao

117 | 1,21 30,62 | 7,45 | 2452,44 ,10 304,43 58 nao nao

123 31525152,20 | 587,12 2896,30 | 32 nao sim

121 2,64 1644,01 | 9345,13 |54 sim nao

106 | ,50 16,43 | 8,62 | 162,02 162,24 2503,96 | 88 nao sim

108 | 1,90 38,72 | 15,05 | 424,61 580,84 9,51 109 sim sim

109 | 2,76 35,35 | 13,10 | 23493,92 14076,49 | 484,38 65 sim

110 | 1,54 14,33 | 6,32 | 4770,75 3220,35 | 491,14 66 nao nao

111 | 1,15 19,76 | 5,10 | 4640,29 6905,36 | 268,72 56 nao nao

113 | 1,62 16,06 | 13,07 | 4451,27 1498,70 | 501,46 88 nao nao

114 | ,99 12,06 | 1,82 | 2646,74 252,65 26,53 44 sim

115 | ,72 14,28 | 1,74 | 4389,98 156,06 79,34 75 nao nao

122 13216,02 1406,12 | 75,06 79 sim nao

124 135,30 136,00 5148,72 | 19 nao

101 | ,41 532 |3,26 | 14,62 14,63 25531,66 | 60 nao nao

201 30,48 30,70 18951,17 | 67 nao

202 | 1,40 18,59 | 2,30 | 15,67 15,73 3396,89 | 80 sim

203 | ,97 7,52 |2,85 |1,00 1,00 1,00 77 sim

204 32,45 32,67 10369,07 | 147

205 | 1,30 29,62 | 5,35 | 6,19 6,21 14164,57 | 39 nao

208 13,83 13,90 1009,90 | 98 sim

209 | ,88 21,56 | 14,53 | 17,75 17,82 90147,50 | 77 sim

Legenda: RMED - razéo espessura da parede/diametro luminal; Acol — &rea de colageno;

PCKY7 — percentagem de positividade de citoqueratina 7; ANGPTL1 e 2 — expressdo génica

das angiopoietinas; Tie2 — expressdo géncia do receptor Tie2; IdBio — idade da coleta de
material; Perda Fig Nat 2a — Tx ou Obito até 2 anos; anic 6meses — resolucdo da ictericia em

6 meses
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