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RESUMO 

A atresia biliar (AB) é uma doença da infância caracterizada por uma 

colangiopatia esclerosante progressiva que leva à obstrução biliar. O tratamento de 

escolha é a portoenterostomia, cujo prognóstico é relacionado à idade do paciente na 

época da cirurgia e a variáveis histológicas como a extensão da fibrose e da reação 

ductular. O espessamento da túnica média (TM) sugere uma arteriopatia na patogenia da 

AB. Nós avaliamos a expressão do sistema angiopoietinas (ANGPT)/receptor 

tirosinaquinase com domínios imunoglobulina e EGF(endotelial growth fator) like 

(Tie2) no fígado de pacientes com AB e com colestase intra-hepática (CIH), 

correlacionando com espessamento da TM, com variáveis associadas a gravidade da 

doença e com o prognóstico pós operatório. Métodos - A expressão da ANGPT1, 

ANGPT2 e Tie2 foi feita com o método de PCR quantitativo em amostras de fígado 

obtidas de pacientes com AB (n23) na ocasião da portoenterostomia e de crianças de 

idade semelhante com CIH (n7). As variáveis histológicas foram analisadas por método 

morfométrico. Resultados - A ANGPT1 e a ANGPT2 apresentaram expressão 

aumentada no grupo com AB em comparação com o grupo com CIH (P=0,024 e 

P=0,029, respectivamente). No grupo com AB, a expressão das ANPTs correlacionou-

se positivamente com a espessura da TM (ANGPT1: rs=0,59, P=0,013; ANGPT2: 

rs=0,52, P=0,032) e não teve correlação com variáveis associadas a gravidade da 

doença. O Tie2 e as ANGPTs correlacionaram-se negativamente (ANGPT1: rs=-0,73, 

P<0,001; ANGPT2: rs=-0,54, P=0,007). Conclusão - Na AB há uma expressão 

aumentada da ANGPT1 e da ANGPT2 e uma correlação positiva desta expressão com a 

espessura da TM, mas, não com a idade na ocasião da portoenterostomia ou com 

variáveis histológicas associadas com a gravidade da doença na época do procedimento. 
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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 qPCR 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 IHC (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. INTRODUÇÃO 

A atresia biliar (AB) é uma doença exclusiva da infância, caracterizada pela 

obstrução dos ductos biliares extra-hepáticos e por uma colangiopatia intra-hepática que 

progride independente da realização do tratamento cirúrgico (portoenterostomia) em até 

8 semanas de vida, período associado a melhor prognóstico pós operatório 

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

Os achados histopatológicos observados na biópsia hepática por ocasião da 

portoenterostomia, tais como a extensão da fibrose, auxiliam na predição do prognóstico 

(WEERASOORYA et al., 2004; PAPE  et al, 2009). A quantificação da reação 

ductular, parece ser útil na determinação da sobrevida do fígado nativo (sobrevida sem 

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

 Invariavelmente, os pacientes com AB evoluem com fibrose hepática e, na 

maioria dos casos, com cirrose, sendo esta doença a principal causa de transplante 

hepático na infância.  (SANTOS et al., 2010; SOKOL, MACK, 2001) 

A etiologia da obstrução extra-hepática e da colangiopatia progressiva que leva à 

cirrose ainda precisa ser esclarecida. Acredita-se que exista mais de um fator envolvido 

na gênese e na persistência da colangiopatia (SANTOS et al., 2010; SANTOS et al.,  

2010; TUCKER et al., 2007). 

Estudos em AB demonstraram a presença de ramos arteriais periféricos 

dismórficos, com irregularidade de contornos e sinais de oclusão ao estudo 

arteriográfico (UFLACKER, PARIENTE, 2004). Estudos ultrassonográficos e de 

tomografia computadorizada demonstram dilatação do lúmen arterial no porta hepatis, 

principalmente nos estágios iniciais da doença sugerindo um bloqueio do fluxo 

sanguíneo localizado nos vasos intra-hepáticos (HUMPHREY et al., 2007; KIM et al., 
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2007; LEE, et al., 2009; CARUSO et al, 2010). As arteríolas apresentam espessamento 

da túnica média desde a portoenterostomia até o transplante hepático. As artérias do 

porta hepatis encontram-se tortuosas e com paredes espessadas. Existe, portanto, um 

remodelamento vascular como consequência de eventos hipóxico/isquêmicos que 

acontecem no espaço 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 angiogênicos, as angiopoietinas 1 e 2 e seu receptor tirosinaquinase com 

domínios imunoglobulina e EGF like, Tie2, no fígado de pacientes com AB e com 

outras causas de colestase neonatal, buscando compreender seu papel em relação ao 

espessamento da túnica média arterial (possível marcador de uma arteriopatia), na 

reação ductular e na extensão da fibrose (marcadores histológicos de gravidade na AB) 

e no prognóstico pós operatório (morte ou transplante hepático e resolução da icterícia 

em 6 meses após a portoenterostomia). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Colestase Neonatal  

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

al., 2012. 

A icterícia, cor amarelada da pele, escleróticas e mucosas é decorrente da 

deposição de bilirrubina (principal elemento do metabolismo da heme da hemoglobina) 

nestes tecidos quando esta se encontra em níveis elevados no plasma. A icterícia por 

predomínio de bilirrubina indireta (não conjugada) em recém-nascidos é comum e, na 

maioria das vezes fisiológica. Entretanto, o aumento da bilirrubina direta (colestase) 

traduz a presença de doença hepatocelular ou biliar e necessita de exploração clínica 

urgente. Considera-se neonatal a colestase que se desenvolve até os três meses de vida. 

A colestase desenvolve-se quando há uma diminuição do fluxo de bile nos ductos 

biliares intra ou extra-hepáticos. Além da icterícia com aumento da bilirrubina direta 

(conjugada) a colestase caracteriza-se, clinicamente, por hipocolia até acolia (coloração 

clara nas fezes, vide anexo 1 – alerta amarelo), colúria (coloração escura da urina que 

pode manchar as fraldas), prurido e xantomas. 

O diagnóstico laboratorial da colestase é definido por bilirrubina direta maior de 

1mg/dl se o nível 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 concentrações séricas de ácidos biliares e de colesterol. 

Em doenças como as colestases familiares intra-hepáticas 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 síntese de sais biliares a GGT pode estar normal ou até diminuída.  

As principais causas de colestase neonatal são AB e hepatite neonatal idiopática 

(MOYER et al., 2004). Diversas outras doenças levam à colestase neonatal, entre as 

quais se destacam as infecções congênitas, erros inatos do metabolismo, sepse, nutrição 

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

A abordagem inicial do paciente com colestase neonatal é clínica, constando de 

história e exame físico completo e detalhado. Nesta avaliação, é importante detalhar a 

história familiar, idade gestacional (os prematuros possuem imaturidade hepática o que 

predispõe o desenvolvimento da colestase), data do início da colestase e cor das fezes e 

urina (SANTOS et al., 2012). 

Nos lactentes, a investigação da AB é prioridade porque a correção cirúrgica 

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 histórico, as primeiras referências sobre a AB foram 

publicadas no século XIX, tendo sido relatada a natureza incurável e fatal nos primeiros 

anos de vida na doença quando sem tratamento (SANTOS, SILVEIRA, 2012). 

Sua incidência é rara e varia conforme a região geográfica, desde 1:5000 em 

Taiwan até 1:20000 nascidos vivos no Norte da Europa (DAVENPORT, 2012). Nos 

Estados Unidos, um terço dos casos de colestase neonatal deve-se à AB. Existe uma 

discreta predominância no sexo feminino (1,2/1) (CARVALHO et al.,  2007). 

Do ponto de vista histopatológico, caracteriza-se por expansão portal devido à 

presença de edema, infiltrado inflamatório, proliferação biliar, com a presença de 

tampões biliares em ductos neoformados. A fibrose contribui para a expansão portal e, 

ao ultrapassar a placa limitante, leva à formação de pontes entre espaços-porta, e entre 

estes e as veias centrolobulares. Diferentes graus de fibrose podem relacionar-se tanto 

ao estágio da doença quanto a um padrão fenotípico característico (MOYER et al., 

2010). Nos ductos biliares extra-hepáticos ocorre fibrose concêntrica e desaparecimento 

progressivo do epitélio (SANTOS; SILVEIRA, 2012). 

Ainda são poucos os fatores histopatológicos conhecidos como preditores de 

prognóstico na AB. A quantificação das extensões da fibrose e da reação ductular por 

ocasião da portoenterostomia, calculadas por morfometria, parecem apresentar elevada 

sensibilidade na determinação da sobrevida do fígado nativo (PAPE, et al., 2009. 

SANTOS et al., 2009). 
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Várias classificações têm sido propostas para os pacientes com AB, tomando 

como referência padrões clínicos, histológicos e moleculares. Do ponto de vista clínico, 

parece haver 4 formas de AB: 

1) forma associada a MEH, com subgrupos anomalia de lateralidade, sem padrão 

sindrômico e má-rotação intestinal isolada. 

2) forma cística 

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-hepáticas 

sugere que a AB represente um fenótipo decorrente de diferentes doenças e não uma 

doença isolada. Outras características, específicas de determinados grupos de paciente 

com AB, tais como a presença de cistos extra-hepáticos ou padrões de fibrose e 

inflamação, parecem corroborar esta ideia. Modelos animais de AB com bloqueio da via 

do interferon gama, induzindo um padrão de inflamação do tipo linfócito T helper 2 e 

não T helper 1, apresentaram uma frequência aumentada de cistos extra-hepáticos, 

sugerindo que a presença de lesão cística decorra de uma característica etiológica 

específica (SANTOS, SILVEIRA TR, 2012. WEERASOORIYA et al., 2004; LI et al.,  

2011).  

Relativo à classificação histopatológica e molecular, Moyer et al classificaram 

as seguintes formas de AB: 

Forma inflamatória – caracteriza-se por aumento da população de linfócitos T e 

células natural killer nos espaço porta e por aumento da expressão dos genes 

relacionados ao sistema imune e à inflamação. 

Forma fibrogênica – caracteriza-se pelo aumento da expressão dos genes 

relacionados à fibrose. 
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Forma mista – sem diferença quanto a essas características. Esta classificação 

parece estar associada à idade do paciente na biópsia, sendo que os mais jovens 

apresentam a forma inflamatória e os mais velhos a forma fibrogênica. Esta associação 

parece ser dependente da evolução natural da doença, sendo de pior prognóstico aqueles 

que já apresentam grau maior de fibrose, evento associado à idade mais avançada 

naqueles com maior grau de fibrose (MOYER et al., 2010). 

Os sinais clínicos da AB são icterícia, acolia, colúria e hepatomegalia. Na forma 

associada a malformações extra-hepáticas, estes sinais estão presentes desde os 

primeiros dias de vida e, geralmente, há associação com baixo peso ao nascer. Já na 

forma perinatal, o bebê nasce com peso adequado e aspecto saudável, sem outras 

malformações associadas. É importante ressaltar que a icterícia pode ser leve, 

independente do grau de obstrução 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 os recém nascidos com AB já apresentam níveis elevados 

de bilirrubina conjugada logo após o nascimento, mesmo sem apresentar icterícia, 

identificando que o processo patogênico já 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 bebês com bilirrubina 

direta aumentada, independente dos níveis de bilirrubina total. Estas duas medidas 

(consideradas sensíveis, mas não específicas para o diagnóstico de AB) poderiam tornar 

o diagnóstico mais rápido e a correção cirúrgica mais precoce, melhorando o 

prognóstico da doença. 

Em fases mais avançadas, evidencia-se esteatorrea por má absorção de gorduras, 

sangramentos por má absorção de vitamina K (consequências da colestase e da não 
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absorção de ácidos biliares), esplenomegalia, circulação colateral, hipertensão portal e 

encefalopatia hepática (consequências da cirrose) (CARVALHO et al., 2007). 

Nenhum exame laboratorial, isoladamente, é definitivo no diagnóstico de AB. 

Evidenciam-se alterações compatíveis com colestase inespecífica. 

 

 

Quadro1 – Exames laboratoriais na AB 

Relativos à colestase e a dano 

hepatocitário 

Relativos à má absorção e à síntese 

hepática anormal 

↑ Bilirrubina total ↑ Tempo de protrombina (INR) 

↑ Bilirrubina direta ↓ Fator V  

↑ Gama glutamiltransferase ↓ Colesterol 

↑ Fosfatase alcalina ↓ Albumina 

↑ Alanina aminotransferase  

↑ Aspartato aminotransferase  

↑ Ácidos Biliares 

↑ Colesterol 

 

Observação: INR – international normalized ratio – pode estar aumentado, 

somente pela má absorção de vitamina K presente nas situações de colestase 

(CARVALHO et al., 2007). 

 

Os exames de imagem como a ultrassonografia abdominal total, a cintilografia 

hepatobiliar com tecnécio e a colangiopancreatografia endoscópica retrógrada, em 

conjunto com os exames laboratoriais, podem auxiliar no diagnóstico de AB, mas, não 

são exames definitivos de forma isolada. A biópsia hepática é o exame com maior 



22 
 

sensibilidade e especificidade para o diagnóstico da doença na maioria dos centros 

especializados em hepatologia pediátrica. (SANTOS, SILVEIRA, 2012) 

O tratamento inicial da AB é cirúrgico através 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 

“não-corrigíveis”. Obteve-se sucesso, desde então, com esta técnica, observando-se que 

os melhores resultados são obtidos quando a cirurgia é realizada antes das primeiras oito 

semanas de vida (KASAI et al., 1978). Quando há sucesso na desobstrução do fluxo 

biliar (desaparecimento da icterícia e da acolia e níveis de bilirrubina sérica menores de 

2mg/dl em 3 meses após a cirurgia) a necessidade de transplante hepático pode ser 

reduzida a 6% se a cirurgia for realizada até 45 dias de vida (SERINET et al.,  2009). 

Contudo, alguns estudos têm demonstrado que, pacientes operados mais tardiamente, 

mesmo após o terceiro mês de vida, têm alguma vantagem, reduzindo a taxas razoáveis 

a necessidade de transplante de fígado (25% a 45% de sobrevida sem transplante de 

fígado 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 dissecção, desde a veia porta até o hilo hepático, dos 

ductos atrésicos (com fibrose) até identificar-se fluxo biliar, então, procede-se a uma 

hepaticojejunostomia em Y de Roux junto à cápsula hepática peri-hilar (DE LORIMIER 

A et al., 1994). Porém, independentemente do estabelecimento de do fluxo biliar 

adequado, a maioria das crianças com AB apresenta doença hepática progressiva 

(LILLY, ALTMAN. 1975; SHINKAI et al., 2009; LYKAVIERIS et al., 2005). 
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Na evolução pós-operatória, há uma colangiopatia progressiva intra-hepática, de 

causa ainda não bem esclarecida. Isto permanece atuante mesmo nos pacientes operados 

em tempo hábil os quais podem apresentar hipertensão porta precocemente (OHI et al., 

1986). Nos estágios iniciais da doença já são observadas alterações patológicas na 

totalidade dos ductos biliares, ocorrendo alterações degenerativas progressivas do 

Figura 1 – anatomia do abdome superior. 

Legenda: VB – vesícula Biliar; DB – ducto 

biliar; VP – veia porta; VCS – veia cava 

superior; VCI – veia cava inferior; Ao - aorta 

Fígado 

VB 

Baço 

VCS 

Estômago 

Pâncreas 

Rim 

Intestino 

delgado 

DB 

AH 

VP 

VCI 
Ao 

Esôfago 

Figura 2 – representação esquemática dos 

locais de lesão da via biliar na AB e da 

anastomose biliodigestiva na cirurgia de Kasai 

(poroenterostomia). 

Legenda: A – vesícula biliar ausente, atrésica 

ou presente; B - Ductos biliares atrésicos; C - 

porta hepatis  (região da anastomose com a 

alça do jejuno - D) 

D 

Imagem de livre acesso na internet 

(google images.com) modificada com 

legendas pela autora. 
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epitélio biliar (ITO T et al., 1983). Narayanaswamy et al. (NARAYANASWAMY et 

al., 2007), ao dosar os níveis circulantes de fatores relacionados à inflamação, tais como 

as moléculas de adesão intercelular e vascular solúveis (sICAM e sVCAM-1, 

respectivamente), além interferon gama (IFNγ) e fator de necrose tumoral alfa (TNFα), 

reforçaram a noção de que a AB envolve um processo inflamatório persistente, atuante 

nas estruturas biliares e endoteliais.  

A história natural dos pacientes com AB é a evolução para óbito próximo aos 

dois anos de vida. Após o advento da portoenterostomia, a sobrevida desses pacientes 

com o fígado nativo vem aumentando, mas, ainda assim, o índice de falha desse 

procedimento situa-se em torno de um terço dos casos. Mesmo quando o fluxo biliar é 

reestabelecido, ocorre progressão para fibrose hepática, cirrose e hipertensão porta em 

períodos variáveis. A idade por ocasião da portoenterostomia e a extensão da fibrose por 

ocasião do procedimento têm sido considerados fatores associados ao prognóstico pós-

cirúrgico (WEERASOORIYA et al., 2004; PAPE et al., 2009).  

Estes estudos correlacionaram variáveis como: a idade do paciente, etnia, sexo, 

níveis de bilirrubina conjugada no momento da portoenterostomia e três meses após, e 

tempo de sobrevivência do fígado nativo com o grau de fibrose no momento da 

portoenterostomia, analisado por escore específico. Em análise multivariada, as 

variáveis independentes para a sobrevivência do fígado nativo foram fibrose e o nível de 

bilirrubina conjugada no terceiro mês após a cirurgia de Kasai. A extensão da reação 

ductular, e não a extensão da fibrose ou a idade por ocasião da POE, foi a única variável 

independente associada à sobrevida com o fígado nativo em um ano pós 

portoenterostomia  no estudo de Santos et al., 2007. Outros fatores como a experiência e 

qualificação da equipe médica, manejo clínico no pós-operatório (STRINGER et al., 

2007; MCKIERNAN et al., 2000) e o diâmetro dos ductos biliares remanescentes no 



25 
 

porta-hepatis também são determinantes do prognóstico pós operatório (SCHWEIZER 

P et al., 1999). 

 

2.3 Etiopatogenia da atresia biliar 

A AB ainda parece decorrer de um fator ambiental o qual age num indivíduo 

geneticamente suscetível resultando numa desordem imunológica que culmina num 

dano biliar com fibrose progressiva. 

Sob o ponto da etiologia, vários agentes têm sido associados à 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 Mutação CFC1  

o Polimorfismos: VEGF A, ICAM G241R; X proxyl 

aminopetidase 1 rs 17095355; +276G/T da adiponectina  

o Mutação NFkappaB/c  

 Anormalidades cromossômicas numéricas 

o Trissomia do 10q, 17, 18, 21  

B – Fatores ambientais 

 Drogas usadas durante a gravidez 

o Anfetamina  

o Álcool  

 Infecções maternas/neonatais 

o Citomegalovirose 

o Reovírus tipo 3 

o Papilomavírus  

o Rotavírus 

 Fitotoxinas, micotoxinas  

 Toxina industrial 

o 4,4’ metileno-dianilina (DAPM, MDA)  

 

C – Outras 
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 Anomalias estruturais  

 BASM  

 Anormalidades da junção coledocopancreática 

 Malformação da placa ductal  

 Anomalias arteriais 

 Anormalidades metabólicas 

 Defeitos do metabolismo dos ácidos biliares  

 L-prolina 

 Anormalidades imunológicas  

 Auto-imunidade sorológica materna  

 Alterações imunogenéticas  

 Expansão oliclonal de linfócitos T 

 Linfócitos NK 

 Complexo MHC biliar aberrante 

 Microquimerismo 

 Diabete materno  

 Diabete gestacional  

 Idade materna (Fischler et al., 2001) 

 

 

 

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

deleções do 2q37.3 em pacientes com AB. Isto resulta na deleção de uma cópia do gene 

GPC1, o qual codifica glipican1, uma proteinoglicano sulfato de heparano (heparan 
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sulfate proteoglycan) que regula sinalizações hedgehog (cruciais na transmissão de 

informações em células embrionárias) e inflamação. Estudando zebrafish com 

silenciamento gênico para GPC1, foram observados defeitos no desenvolvimento biliar 

(SHUANG CUI et al., 2013).  

A ocorrência de AB exclusivamente no fígado neonatal e na árvore biliar extra-

hepática sugere que o desenvolvimento contínuo pode ser uma chave a patogênese da 

doença. Assim, os 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 intrínseco à 

diferenciação embriológica. Há um padrão perfeitamente adaptável ao esquema 

disruptivo vascular, no qual as anomalias da artéria hepática desempenhariam papel 

decisivo”.  

 

2.4 Angiogênese e Doenças Hepatobiliares  

A expressão de fatores pró-angiogênicos, como o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), e a angiogênese, representam um papel muito importante em muitas 

doenças hepatobiliares. O estudo destes fatores pode ajudar no esclarecimento dos 

mecanismos envolvidos na sua patogênese e no desenvolvimento de novas modalidades 

terapêuticas para estas doenças (SHANNON et al., 2010). 

A formação de novos vasos está associada à hipóxia e à isquemia. Uma redução 

no oxigênio leva a um aumento dos níveis dos fatores induzidos por hipóxia (HIFs) os 

quais estimulam a expressão dos fatores angiogênicos. Entre eles o VEGF, o fator de 

crescimento de fibroblastos (FGF) e as ANGPTs.   
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2.4.1 O papel da hipóxia nas doenças hepatobiliares 

O gradiente de pressão de oxigênio presente no lóbulo hepático atua no 

funcionamento das células parenquimatosas e não parenquimatosas. Os hepatócitos 

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 hepatócitos periportais 

tendem a se subespecializar no metabolismo oxidativo de energia, na produção de 

glicose e na síntese de ureia e bile, enquanto os hepatócitos perivenosos são os maiores 

sítios de incorporação de glicose, formação de glutamina e de metabolismo xenobiótico. 

A hipóxia tem papel importante na patogênese de muitas doenças hepáticas. O fígado 

possui uma constituição anatômica e funcional única no corpo humano a qual afeta 

profundamente sua fisiologia e fisiopatologia, incluindo a homeostase de oxigênio. O 

sangue aferente ao fígado provém de sítios bem oxigenados como as artérias hepáticas e 

de sítios pobres em oxigênio como a veia porta. O fluxo direcional misto (sangue 

oxigenado e pouco oxigenado), através da veia central nos lóbulos hepáticos, cria um 

gradiente fisiológico de oxigênio. Este gradiente resulta numa pressão de oxigênio de 

60-65 mmHg no sangue periportal e de 30-35mmHg nas porções perivenosas do 

parênquima hepático. A fim de comparação, a concentração de oxigênio arterial, na 

maioria dos tecidos do corpo humano, é em torno de 74-104 mmHg e a concentração de 

oxigênio nas veias é de 34-46mmHg. A hipóxia traz grandes consequências para os 

tecidos de um organismo aeróbico. Nas últimas décadas, o conhecimento relativo à 

resposta homeostática à hipóxia tem aumentado em direção a mecanismos genético-

moleculares. (NATH, GYONGYI, 2012) 

  

A hipóxia desempenha papel importante em alguns tipos de reação ductular. 

Desmet propõe a classificação das reações ductulares (RD) em tipo 1 e tipo 2. A RD 
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tipo 1 é predominante nas obstruções agudas e completas dos ductos biliares. 

Caracteriza-se pela proliferação de colangiócitos pré-existentes, resultando em 

alongamento, ramificação e alargamento luminal dos dúctulos biliares. Ela representa 

uma das inúmeras interações entre células inflamatórias, estromais e biliares. O 

alongamento dos dúctulos biliares na obstrução biliar aumenta a área de reabsorção dos 

colangiócitos favorecendo o ciclo cole-hepático dos ácidos biliares. A RD tipo 1 pode 

ocorrer em conjunto com outras RD de acordo com as necessidades estruturais.  

Já 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 hepatócitos. Ela 

representa uma mudança na polaridade secretora de horizontal (hepatocelular – 

canalicular) para vertical (colangiocítica apical-basal). Ela é tipicamente observada em 

regiões periportais, mais característica, mas não exclusivamente, em condições 

colestáticas crônicas favorecendo a metaplasia ductular dos hepatócitos. A causa desta 

metaplasia é, aparentemente, o acúmulo de ácidos biliares retidos causando uma 

alteração no citoesqueleto de queratina. Estas células expressam progressivamente 

citoqueratina 7 (CK7), iniciando na área periportal e estendendo-se mais tarde para as 

zonas centrolobulares. Os hepatócitos colestáticos ativam as células estreladas hepáticas 

para um fenótipo miofibroblástico responsável pelo aumento de produção do tecido 

conectivo. Assim, na colestase persistente, os ácidos biliares induzem um aumento na 

população de colangiócitos, contribuem para a formação de fibrose pericelular e 

promovem a metaplasia ductular dos hepatócitos. Tanto a RD tipo 1 quanto a tipo 2 A 

são reversíveis quando a injúria inicial é removida (DESMET, 2011). 

A RD tipo 2 acontece em áreas com hipóxia. Na região centrolobular dos 

lóbulos hepáticos e na centronodular dos nódulos cirróticos. É mais lenta no 

desenvolvimento, mas, microscopicamente, assemelha-se à RD tipo 2 A ocorrendo 
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metaplasia ductular e fibrose induzida por miofibroblastos. Há uma indução do fator 

induzido por hipóxia (Hypoxia – inducible fator HIF ) nos hepatócitos hipóxicos. Os 

HIFs são uma família de reguladores transcricionais evolutivamente conservados os 

quais afetam a resposta homeostática a baixas pressões de oxigênio e foram 

identificados como mediadores chave na angiogênese e na inflamação. (NATH B, 

GYONGYI S, 2012). Os hepatócitos hipóxicos apresentam, também, uma regulação 

aumentada dos fatores pró-fibróticos e vasoativos como fator de crescimento derivado 

de plaquetas (Platelet derived growth fator A and B, PDGF A e B) e fator inibidor de 

plasminogênio 1 (Plasminogen Activator Inhibitor – 1, PAI – 1), os quais ativam as 

células estreladas hepáticas numa atividade pró-fibrogenética que resulta em fibrose 

centrolobular progressiva. Os hepatócitos passam a expressar CK7 e, na sequencia, 

citoqueratina 19 (CK19) (um fenótipo mais primitivo) assumindo uma arquitetura 

tubular (metaplasia ductular centrolobular ou RD tipo 2 B). A diferenciação 

centrolobular avançada dos hepatócitos pode resultar na aquisição de características de 

células progenitoras e a hipóxia favorece a qualificação de célula bipontecial neste 

micro ambiente celular. A hipóxia também é responsável pelo recrutamento das células 

progenitoras hepáticas provenientes dos canais de Hering para zonas hipóxicas 

(DESMET JV, 2011). 
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Figura 3 - Representação esquemática de um lóbulo hepático. Legenda: A – arteríola; VP – 

veia porta; DB – ducto biliar; SMH – subunidades microcirulatórias hepáticas. 

Figura confeccionada pela autora. 
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Figura 4 - Reação ductular tipo 2B. Esquema ilustrando o mecanismo de fibrogênese e metaplasia dos 

hepatócitos secundárias à hipóxia 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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Já é bastante conhecida a interação entre HIF e o VEGF A em situações de 

pouca oferta de oxigênio. Nestas condições, a hipóxia induz um aumento no VEGF A, 

por meio da sinalização do HIF, levando a um aumento da vascularização e consequente 

melhora na oferta de oxigênio. Quando a oferta de oxigênio é normalizada, ocorre um 

feedback negativo na produção de VEGF A (THOMAS et al., 2011). 

O HIF exerce um papel significativo no dano hepático colestático. Este efeito 

ocorre em diferentes tipos de células como hepatócitos, células de Kupffer e linfócitos 

T. Estas constatações sugerem fortemente que terapias anti-HIF podem ser intervenções 

terapêuticas promissoras no manejo de doenças hepáticas de várias etiologias. Dezenas, 

talvez centenas de genes são regulados pela hipóxia e por fatores induzidos por hipóxia. 

Notavelmente, a família desses genes incluem genes pró-inflamatórios e pró-fibróticos, 

bem como genes envolvidos na progressão de tumores. A hipóxia também ativa as 

células estreladas hepáticas e esta ativação é acompanhada da secreção de citocinas pró-

angiogênicas como o VEGF e ANGPT 1 a qual é capaz de estimular a quimiotaxia de 

células estreladas num cenário autócrino ou parácrino. (NATH, GYONGYI, 2012) 

Células estreladas isoladas de ratos HIF1 (-/-) demonstram que os genes 

envolvidos na fibrose, na angiogênese e na deposição de colágeno, são, pelo menos 

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

A formação de novos vasos sanguíneos é um mecanismo essencial na doença 

hepática crônica a despeito de sua etiologia. As doenças hepáticas crônicas não podem 

ser consideradas como uma doença única, tendo em vista que o dano hepatocitário 

progride para inflamação, fibrose, cirrose e, em alguns casos, para hepatocarcinoma. A 

neovascularização e o estabelecimento de uma angioarquitetura anormal estão 

associados à progressão da doença. A evolução para cirrose é caracterizada pela 

neovascularização, capilarização dos sinusóides, fibrogênese e formação de colaterais 

intra-hepáticos. Uma das complicações mais comuns da cirrose é a hipertensão porta a 

qual resulta de uma resistência aumentada ao fluxo sanguíneo. Sua fisiopatologia está 

vinculada a um aumento da neovascularização hepática e esplâncnica (MEDINA et al., 

2004). 

A angiogênese desorganizada está envolvida na progressão da fibrose hepática e 

é considerada um dos fatores determinantes na irreversibilidade da fibrose (SHANNON 

et al., 2010). 

TAURA et al., 2008, estudaram a relação entre angiogênese e fibrose hepática 

através da análise de fígados de ratos com fibrose hepática induzida por tetracloreto de 

carbono ou pela ligação de ducto biliar, e de amostras de fígado de pacientes 

submetidos a transplante hepático. Foi encontrado um aumento da expressão da 

ANGPT 1 nas amostras com fibrose hepática. Demonstrou-se também que o bloqueio 

da atividade de ANGPT 1 inibe a ocorrência de angiogênese assim como a de fibrose 

hepática. Eles destacaram ainda que as células estreladas hepáticas, ativadas nos 

modelos animais, secretam ANGPT 1 mais abundantemente do que as células 

quiescentes. Os autores concluíram que angiogênese e fibrogênese são processos 

mutuamente estimulatórios, e que as células estreladas hepáticas, através da expressão 
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de ANGPT1, têm papel fundamental nesse processo. 

Nos processos de fibrogênese hepática, 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 os 

contatos intercelulares endoteliais mais apertados. A ANGPT 2, na ausência de VEGF, 

desestabiliza os vasos e induz a morte das células endoteliais, atuando como antagonista 

da ANGPT 1, levando à regressão vascular. Em outro contexto, a ANGPT 2, na 

presença 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-hepático recebe seu suprimento sanguíneo arterial 

da artéria hepática e seus ramos, NORTHOVER, TERBLANCHE, 1980, sugeriram que 

a estenose dos ductos biliares extra-hepáticos pós-transplante de fígado fosse 

determinada pelo efeito fibrogênico da bile em terreno predisposto pela isquemia. Pode-

se imaginar que um evento similar ocorra na AB em estágio precoce. Alguns modelos 

animais investigaram o possível papel do sistema arterial no desenvolvimento da 

obstrução extra-hepática. HASHIMOTO et al., 1983, produziram atresia de colédoco 

por meio de desvascularização desta estrutura em fetos de ovelha. Segundo Appleby 

(APPLEBY, 1959), a bile determinaria necrose de ductos biliares extra-hepáticos 

previamente isquêmicos. Klippel, (KLIPPEL, 1972), sugeriu a possibilidade de a AB 

estar vinculada às modificações circulatórias do fígado e das vias biliares extra-

hepáticas que ocorrem após o nascimento. Segundo esse autor, devido ao desvio da cor-

rente sanguínea pelo ducto venoso permeável, haveria diminuição significativa de 

sangue arterial da árvore biliar extra-hepática, determinando, em indivíduos vulneráveis, 

necrose segmentar dos ductos. 
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Alterações histopatológicas dos ramos arteriais hepáticos têm sido observadas 

em pacientes com AB. STOWENS, 1959, descreveu a ocorrência de hiperplasia e 

hipertrofia em ramos da artéria hepática nos espaços-porta em pacientes com AB. A 

hipertrofia desses ramos também foi observada por Brough, Bernstein, 1969. Ho C, et 

al., 1993, avaliaram as alterações da artéria hepática em pacientes com AB, observando, 

de forma subjetiva, a ocorrência dilatação luminal e espessamento de parede vascular. 

Kobayashi, et al. (KOBAYASHI et al., 1999) estudaram os níveis séricos da interferon 

inducible protein-10 em pacientes com AB e observaram relação direta desses níveis 

com pior prognóstico pós-cirúrgico. No grupo de pior prognóstico foi encontrada 

aa - artéria acompanhante; aap - 

anastomose artério-portal; ac - 

artéria comunicante; ah - artéria 

hepática; ahi - artéria hepática 

isolada; ast - arteriosinus twigs; ch 

- ramo que nutre a cápsula 

hepática; db - ducto biliar; ea - 

esfíncter aferente; ee - esfíncter 

eferente; eps - espaço peri-

sinusoidal; iep - ramo que nutre o 

interstício do espaço-porta; hep - 

hepatócitos; pvp - plexo vascular 

peribiliar; ra - rota arterial do 

PVP; rv - rota venular do PVP; sin 

- sinusóides; sis- sinusóide 

intersinusoidal com esfíncteres; 

VC - veia centrolobular; vp - veia 

porta; vv - ramos dos vasa 

vasorum para veia porta e veia 

centrolobular.  

Observar seta: o fluxo sanguíneo 

segue desde o espaço-porta na 

direção da periferia acinar.  

 

Figura 5 – Representação esquemática da microvasculatura 

hepática. 

Autorizado: Tese de doutorado Jorge Luiz Santos 
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fibrose porta intensa, espessamento da túnica média dos ramos da artéria hepática, além 

de edema no endotélio da íntima. Os autores sugeriram que as alterações hiperplásicas e 

hipertróficas dos ramos arteriais nos espaços-porta de pacientes com AB poderiam ser 

causadas pela produção de interferon-inducible protein-10, secundária à expansão 

fibrogênica. 

Em 2005, foi detectado, por estudo morfométrico: 1) a existência de 

espessamento da túnica média dos ramos arteriais hepáticos nos pacientes com AB por 

ocasião da portoenterostomia, 2) a progressão de tal espessamento entre a 

portoenterostomia e o transplante hepático, além de 3) uma aparente relação entre este 

espessamento e o desaparecimento dos ductos biliares interlobulares. No período entre 

portoenterostomia e transplante o espessamento da túnica média pareceu espalhar-se 

desde as artérias maiores para as arteríolas (SANTOS et al., 2005). O espessamento 

progressivo da túnica média arterial pode ser explicado por um processo de 

remodelamento vascular associado à “disfunção endotelial” (GOLDBERG A., 2005).  

Uma arteriopatia de tal tipo pode desarranjar a totalidade do sistema 

hepatobiliar, pois veias, ductos biliares e nervos são nutridos pelos ramos da artéria 

hepática. Pode, portanto, ser um elemento fundamental na patogênese da colangiopatia 

destrutiva da AB. UFLACKER, PARIENTE, 2004, estudando por ateriografia o fígado 

de pacientes com AB observaram artérias de contorno irregular, com oclusão periférica, 

cercadas por tufos de minúsculos ramos arteriais. Num estudo histopatológico hepático 

de cordeiros com AB realizado em 2007, um achado marcante foi a presença de artérias 

em número aumentado nos espaços-porta, apresentando espessamento de túnica média. 

Ainda, em 2007, dois estudos ultrassonográficos observaram que a artéria hepática 

própria dos pacientes com AB, em sua porção extra-hepática, apresenta dilatação 
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luminal, sendo este um achado específico da doença, útil como variável diferenciadora 

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

No estudo de Edom et al, 2011 avaliou-se por imunohistoquímica a localização 

do VEGF A e seus receptores (VEGFRs) 1 e 2 em biópsias de fígados de pacientes com 

atresia biliar e com colestase intra-hepática. Na época da portoenterostomia, o VEGF A 

foi positivo na parede arterial, nos ductos biliares e nos hepatócitos. Já na época do 

transplante hepático, foi positivo no parênquima demonstrando um padrão de hipóxia 

tecidual característico da cirrose. Nas estruturas do porta hepatis foi positivo nos 

remanescentes biliares, nas paredes das artérias e nos hepatócitos. Sendo que todas essas 

marcações positivas foram maiores nos pacientes com AB quando comparado com 

pacientes com colestase intra-hepática. Já a positividade imunohistoquímica dos 

VEGFRs 1 e 2 foi menos frequente no grupo com AB que nos controles. Neste estudo, 

ficou clara a relação entre espessura da túnica média/diâmetro luminal (RMED) 

aumentada e a positividade para VEGF, reforçando a associação entre hipóxia e 

arteriopatia com a doença biliar. Entretanto, não se demonstrou associação do VEGF A 

positivo com densidade de colágeno (marcador de fibrose hepática), nem com a idade 

da biópsia hepática ou prognóstico (sobrevida do fígado nativo), mas se demonstrou 

relação entre a positividade do VEGF A e a percentagem de positividade para 

citoqueratina 7 a qual é um marcador da extensão da  RD (EDOM et al., 2011). 

Variações genéticas do gene do VEGF A (principalmente o polimorfismo 

+983C/T e o alelo VEGF - C) são associados com AB e podem conferir suscetibilidade 

aumentada à doença (LEE et al., 2010). 
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2.6 Angiogênese e o sistema ANPTs/Tie2 

A formação do sistema vascular, ou vasculogênese, é um dos eventos mais 

precoces da embriogênese. Células mesodérmicas diferenciam-se em hemangioblastos, 

que são precursores tanto das células hematopoiéticas quanto das endoteliais. Os 

hemangioblastos sofrem nova diferenciação em angioblastos, os quais agregam-se 

formando “ilhas” de sangue. A fusão dessas estruturas forma os primeiros plexos 

vasculares, constituídos de finos capilares formados por células endoteliais, 

periendoteliais e musculares lisas. Essa rede vascular primária é homogênea, com vasos 

de calibres semelhantes. Nessa etapa, os vasos já se caracterizam como venosos ou 

arteriais e acredita-se que essa caracterização seja geneticamente programada. A 

vasculogênese ocorre apenas na vida embrionária (YANCOPOPOULOS et al., 2000. 

KARAMYSHEVA, 2008). 

A angiogênese é o crescimento dos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-

existentes. A primeira descrição histórica da angiogênese foi feita por um anatomista e 

cirurgião escocês, John Hunter, em 1794, o qual descreve a proporção entre 

vascularização e necessidades metabólicas, seguindo uma lei básica da natureza descrita 

por Aristóteles como: “a forma segue a função”. A história moderna da angiogênese 

começa em 1971 quando Judah Folkman descreve a dependência das células tumorais 

em relação à vascularização (THOMAS et al., 2011). 

Atualmente, as pesquisas sobre angiogênese avançaram muito. Isto porque as 

terapias angiogênicas representam potenciais fatores terapêuticos no tratamento do 

câncer, doenças cardiovasculares e outras. Todos os tecidos do corpo humano 

necessitam oxigênio para produzir energia e o oxigênio chega aos tecidos através dos 

capilares. Portanto, quando os capilares estão diminuídos, o suprimento de oxigênio aos 
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tecidos diminui, prejudicando o crescimento dos mesmos. Já o tecido bastante 

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

Os novos vasos surgem inicialmente através da permeabilização da parede de 

um vaso preexistente, permitindo a proliferação e migração das células endoteliais para 

colonização de áreas carentes de oxigênio, formando assim uma rede vascular 

organizada, mais complexa, e com vasos de diferentes calibres (YANCOPOPOULOS et 

al., 2000; KARAMYSHEVA, 2008). 

Vários mecanismos estão envolvidos na formação e maturação dos vasos e 

dependem de estímulos ativadores e inibidores. O evento crítico para angiogênese é 

uma cascata de sinais envolvendo VEGF e seus receptores.  O VEGF estimula o 

crescimento de células endoteliais de artérias, veias e linfáticos, além de regular a 

permeabilidade vascular (KARAMYSHEVA, 2008). 

Até recentemente, o VEGF era o único fator de crescimento identificado com 

ação específica na formação vascular.  Entretanto, identificou-se um novo sistema de 

receptores específicos 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 está envolvido na maturação da parede vascular (JIN, 

PATTERSON, 2009). Ratos transgênicos que tiveram os genes Tie2 inativado 

morreram no início do desenvolvimento. Nestes animais, o coração e a rede vascular 

foram formados, mas o coração não sofreu trabeculação e vascularização normais.  

Apesar de os vasos terem sido formados, alterações nos processos de maturação e 

estabilização dos capilares, com ausência da formação 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 

ausência em modelo murino leva, além de anomalias cardíacas, a defeitos na remo-

delagem da vasculatura durante o desenvolvimento, tais como hipervascularização 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 Iwama et al em 1993. Ele é expresso nas células endoteliais e em 

algumas linhagens de células hematopoiéticas. Ele é formado por duas alças de tipo 

imunoglobulina, três domínios de tipo fator de crescimento endotelial e por três 

repetições de tipo fibronectina III nos domínios extracelulares e os domínios 

tirosinaquinase, incluindo um número de sítios de fosforilação e interação de proteínas, 

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

As ANGPTs 1 e 2 consistem estruturalmente de um domínio tipo de 

fibrinogênio que se liga ao Tie 2 e um domínio de bobina que serve para oligomerizar 

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

A ANGPT 1 induz a fosforilação do receptor Tie 2 nas células endoteliais, 

inibindo a apoptose e estimulando sua proliferação e estabilização dos vasos (MEDINA 

et al., 2004). 

Supõe-se que a ligação de ANGPT 1 com Tie 2 nas células endoteliais estabiliza 

o sistema vascular em maturação e a estimula a formação do plexo capilar primário. 

Embriões geneticamente modificados, com ausência de ANGPT 1, apresentaram uma 

rede vascular primária normalmente desenvolvida, mas não ocorreu o remodelamento 

posterior (SURI et al., 1996).  

Em algumas situações, a ação da ANPT 1 no receptor Tie é diminuída pela ação 

da ANGPT 2. A ANGPT 1 também age como um fator de diminuição da 

http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Morisada%2C+Tohru%29
http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Morisada%2C+Tohru%29
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permeabilidade vascular fortalecendo a associação 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 diâmetro dos 

vasos, devido à proliferação de células endoteliais, principalmente no período neonatal 

(THURSTON, 2003). 

A ANGPT 2 foi encontrada no endotélio de vasos que estavam sendo 

submetidos a remodelamento, seja em expansão ou regressão vascular, como em 

ovários ou tumores. Esses achados geraram a hipótese de que a ANGPT 2 poderia atuar 

como um primeiro sinal de desestabilização no vaso, para que a partir de então ocorra o 

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

A ANGPT 2 induz a também induz fosforilação do Tie 2. Ela é responsável pela 

formação de túbulos em coágulos de fibrina e de ramificações de células endoteliais, 

demonstrando que sua ação na angiogênse é mais complexa que previamente descrita. 

Ela agiria como um sinal desestabilizador e seria expressa antes da ramificação ou da 

regressão 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 remodelação e 

estabilização dos vasos durante a angiogênse (MORISADA et al., 2006). 

 

 

 

 

http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Morisada%2C+Tohru%29
http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Morisada%2C+Tohru%29
http://informahealthcare.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Morisada%2C+Tohru%29
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3. JUSTIFICATIVA 

A causa da AB permanece obscura e, independentemente da desobstrução do 

fluxo biliar através da portoenterostomia, mantém-se um desarranjo das estruturas 

hepatobiliares, que leva ao desaparecimento gradativo dos ductos biliares intra-

hepáticos, à fibrogênese progressiva e, finalmente, à cirrose. Em estudo anterior, 

SANTOS et al., 2005, detectaram, em pacientes com AB, a presença de espessamento 

progressivo da túnica média nos ramos da artéria hepática, caracterizando uma 

arteriopatia aparentemente relacionada ao desaparecimento dos ductos biliares 

interlobulares. 

A caracterização de uma arteriopatia relacionada à AB pode levar à pesquisa de 

terapêuticas complementares à atualmente empregada, desencadeando mudanças no 

prognóstico da doença. Este estudo visa a buscar alterações na expressão de moléculas 

envolvidas em arteriopatia neste grupo de pacientes.  

O sistema ANGPT/Tie 2 é da maior importância no desenvolvimento normal das 

estruturas vasculares, e seu desequilíbrio está implicado em distúrbios da embriologia 

vascular, na vascularização de tumores e em doenças do epitélio biliar. A análise de sua 

expressão na AB pode contribuir como valioso conhecimento sobre uma possível 

anomalia arterial presente na doença. 
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4. OBJETIVOS 

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

com AB. 

4.2 Objetivos específicos:  

4.2.1 Detectar a presença das ANGPTs 1 e 2 e do receptor Tie 2 em amostras de fígado 

de pacientes com AB e com CIH utilizando o método de PCR em tempo real para 

detecção de expressão gênica. 

4.2.3 Comparar a expressão por PCRq quantitativo das ANGPTs 1 e 2 e de seu receptor 

Tie 2 em amostras de fígado de pacientes com AB e com CIH. 

4.3.3 Mensurar a espessura da túnica média em amostras de fígado de pacientes com 

AB utilizando o método de morfometria. 

4.2.4 Mensurar o percentual de RD em amostras de fígado de pacientes com AB 

utilizando o método de morfometria. 

4.2.5 Mensurar a extensão da fibrose em amostras de fígado de pacientes com AB 

utilizando o método de morfometria. 

4.2.6 Demonstrar a localização da ANGPT 1 no tecido hepático pela técnica de 

imunohistoquímica. 

4.2.7 Verificar a correlação entre a expressão por PCR em tempo real das ANGPTs 1 e 

2 e de seu receptor Tie 2 nas amostras de fígado de pacientes com AB e:  

a. espessamento da túnica média arterial. 

b. reação ductular. 

c. extensão da fibrose. 

d. idade dos pacientes por ocasião da biópsia. 
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4.2.8 Verificar o impacto na sobrevida do fígado nativo (definida como evolução ao 

óbito antes do transplante hepático ou ter o fígado transplantado) com dois anos de vida 

e na resolução da icterícia (bilirrubina total <2mg/dL) em seis meses pós – 

portoenterostomia das variáveis selecionadas neste estudo as quais se relacionam ao 

agravamento da doença hepática na AB pós portoenterostomia.  

 

5. HIPÓTESE 

Na AB, devido à ação de um agente agressor ainda não esclarecido, ocorreria um 

processo de “disrupção vascular” desencadeando hipóxia/isquemia nas estruturas 

hepatobiliares e disfunção endotelial. A hipótese do presente estudo é que as ANGPTs 1 

e 2 e seu receptor Tie 2 apresentem expressão aumentada nos pacientes com AB em 

relação a pacientes com outras causas de colestase neonatal. Esta expressão aumentada 

poderia estar relacionada com o espessamento da túnica média das arteríolas hepáticas e 

com variáveis histológicas associadas à gravidade da AB, marcadoras de RD e de 

extensão de fibrose, bem como com a idade do paciente na ocasião da biópsia hepática, 

sobrevida de fígado nativo e resolução da icterícia.  

 

 

 

 

 

 



48 
 

6. METODOLOGIA 

6.1 Delineamento 

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

6.2 Amostra 

A amostra é de conveniência. Avaliamos 32 casos dos quais dispúnhamos de 

material ultracongelado para análise molecular dos fatores angiogênicos em estudo. O 

período da coleta deste material foi entre dezembro de 2006 e março de 2011. 

6.2.1 Critérios de inclusão: crianças com menos de seis meses com colestase 

neonatal acompanhadas no Setor de Gastroenterologia Pediátrica do Serviço de 

Pediatria do Hospital de Clínicas de Porto Alegre que tivessem material biológico 

armazenado para análise molecular e histológica.  

6.2.2 Critérios de exclusão:  

1. Apresentar diagnóstico duvidoso quanto à causa da 

icterícia colestática. 

2. Apresentar doenças associadas cuja presença fosse 

considerada fator de confusão na expressão dos fatores em estudo (uso de 

nutrição parenteral total, apresentar sorologia reagente IgM para 

citomegalovírus e sepse). 

3. Apresentar material histológico insuficiente para análise 

(menos de cinco espaço-porta). 
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a) Valores fora dos parâmetros de análise para um paciente com AB – provável 

falha na técnica de PCR quantitativo. 

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

c) Material histológico insuficiente. 

 

 

Legenda: ANGPT – angiopoietina; RMED – razão espessura da túnica média/diâmetro 

luminal; DCol – densidade de colágeno; PCK7 – percentual de citoqueratina 7. 

 

 

Figura 6 – Fluxograma de coleta de amostras histológicas e moleculares 
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6.3 Definição de variáveis 

 Área de colágeno (ACOL): área de deposição de colágeno. Corresponde 

às áreas com fibrose. 

 Percentagem de citoqueratina 7-positiva: áreas com citoqueratina 7 

positiva (marcador de RD).  

 Razão da espessura da parede vascular/diâmetro luminal (RMED): mede 

a espessura da túnica média das artérias.  

 Resolução da icterícia em 6 meses após a portoenterostomia: apresentar 

bilirrubina total no sangue  menor que 2mg/dL. 

 Sistema ANGPT/Tie 2: sistema de fatores angiogênicos 

 Sobrevida de fígado nativo em 2 anos após a portoenterostomia: não ter 

morrido nem ter sido transplantado neste período. 

6.4 Coleta do material 

O material histológico foi coletado por biópsia em cunha, durante a 

colangiografia transoperatória assistencial.  

Foram coletados dois fragmentos de amostra de fígado, um deles foi colocado 

em um frasco contendo 1mL de RNA holder (BioAgency, Brazil) Este material foi 

armazenado ultracongelado a -80ºC no Banco de Tecidos do LHEG para análise 

molecular. O outro fragmento foi colocado em formalina tamponada e parafinizado no 

Serviço de Patologia do HCPA para análise histológica e imunohistoquímica.  
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6.5 Extração do RNA 

Para a extração de RNA foi utilizado o reagente Brazol® (LGC Biotecnologia, 

Brasil). O material foi descongelado e cerca de 50 mg de fígado foram colocados em um 

homogeneizador de vidro juntamente com 1mL de Brazol® ou Trizol®. Foi feita a 

maceração completa do material, até não haver amostra visível (solução límpida). Todas 

as etapas do processo foram realizadas com temperatura próxima a 4ºC. Após 

homogeneização completa, a solução foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL 

já contendo 166,66 µL de clorofórmio gelado. O tubo foi levado ao agitador do tipo 

vortéx por cerca de 2 minutos. O material foi centrifugado a 12.000xg a 4ºC por 15 

minutos. A seguir, foi retirado o sobrenadante, o qual foi transferido para um tubo 

eppendorf já contendo 1mL de isopropanol gelado. Foi repetida a etapa de agitação em 

vórtex. A amostra foi novamente centrifugada nas mesmas condições anteriores, porém 

por 20 min. O sobrenadante foi retirado, e o precipitado foi dissolvido com 30 µL de 

água livre de RNAse. 

6.6 Quantificação do RNA 

A quantificação de RNA foi realizada no aparelho NanoDrop 1000 

Spectrophotometer, (Thermo Scientific Unisciense, EUA). Foi utilizado 1 µL de amostra 

para a quantificação que foi expressa em ng de RNA/µL de solução. A amostra foi 

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

6.7 DNA Complementar 

Foi utilizado o kit cDNA Superscript II  e III RT® (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA). Em um tubo de 0,2 mL foi pipetado 1 µL de oligo(DT), 1 µL de DNTP 10mmol,  

3µg de RNA e água de injeção até um volume final de 12 µL.O tubo foi levado ao 

termociclador  a 65ºC por 5 minutos. Após resfriamento rápido do tubo, foi pipetado 4 
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µL de 5x first stand buffer, 2 µL de DTT 0,1M e 1 µL de RNAse out. Novamente, a 

amostra foi levada ao termociclador a 42ºC por 2 minutos. Adicionou-se 1 µL de 

superscript II ou III e, então, o tubo foi incubado no termociclador à 42 ºC por 50 

minutos e à 70ºC por 15 minutos. 

6.8 Reação em cadeia da polimerase quantitativo – PCRq 

A PCR quantitativa é uma metodologia que permite a quantificação dos produtos 

de amplificação gênica em todas as fases de uma reação de PCR. Durante a RQPCR, o 

acúmulo de amplicons é detectado em "tempo real", para cada ciclo da reação, por meio 

da excitação de fluorocromos que marcam sondas sequência-específicas ou primers 

usados na reação.  O uso de transcrição reversa associada a PCR em tempo real tornou a 

quantificação de RNA mensageiro mais simples e precisa. A PCR em tempo real requer 

uma plataforma de instrumentação que contém um termociclador acoplado a um sistema 

ótico para a excitação da fluorescência e captura da emissão, além de um computador 

para aquisição de resultados e análise final da reação. Várias tecnologias de PCR em 

tempo real estão disponíveis no mercado. Os dois sistemas mais usados são o SYBR 

Green e o TaqMan. O SYBR Green é um corante que se liga ao sulco menor da fita 

dupla de DNA, tornando-o fluorescente. As vantagens de sua utilização incluem o fácil 

manuseio e o 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 fluorescência. Entretanto, quando ocorre amplificação 

inespecífica ou amplificação de dímeros de primers, estes também são detectados, 

interferindo com a quantificação final dos produtos específicos da reação. Para avaliar 

se produtos de PCR inespecíficos foram formados na reação, uma curva de fusão é 

construída. Se apenas os produtos específicos de PCR foram amplificados, um único 

pico será visualizado no gráfico de fusão. Enquanto a reação 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 análise da fluorescência. É um ponto definido 

pelo pesquisador e obrigatoriamente deve estar na faixa em que a quantidade de 

fluorescência gerada pela amplificação das amostras torna-se significativamente maior 

que a fluorescência de base (background). O limiar é definido na fase exponencial da 

reação de PCR, quando a quantidade de produto formada traduz de forma satisfatória a 

concentração inicial de fitas molde de RNA mensageiro e de DNA complementar 

(mRNA/cDNA) amplificadas pela reação (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 padrão interno S18. As sequências dos primers encontram-se no quadro 1. A 

reação de PCR foi conduzida no equipamento Step One ( Life Technologies, USA) e a 

quantificação relativa foi feita através do método 2
∆∆CT

 utilizando para cálculo o 

paciente com maior delta CT do grupo com colestase intra-hepática (menor expressão 

dos genes de interesse). (LYVAK, SCHMITTGEN, 2001) 

6.9 Preparações histológica e imunohistoquímica 

As análises histológicas, imunohistoquímicas e de morfometria, foram feitas 

pelos autores em conjunto com um patologista do Laboratório de Patologia 

Experimental do HCPA (cegados para o diagnóstico dos casos em estudo). O material 

histológico hepático armazenado parafinizado foi utilizado na coloração com 

hematoxilia eosina (HE) na coloração de picrossirius. De cada amostra de tecido 



54 
 

também foram utilizados 3 secções de 5 μm de espessura, para reação com o anticorpo 

primário anti-citoqueratina7 (Dako, Glostrup, Denmark, diluição 1:100), empregado 

para delinear as estruturas biliares utilizando-se esta marcação para definir a extensão da 

reação ductular e anti ANGPT  1 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA diluição 

1:100 – lâminas confeccionadas no Laboratório de Patologia Clínica da PUCRS). O 

anticorpo secundário utilizado foi anticorpo muliespécie, biotinilado. A técnica imuno-

histoquímica, descrita a seguir, é a da avidina – biotina - peroxidase. 

 Inicialmente foi feita desparafinização do material e hidratação dos cortes, 

seguido de tratamento em microondas. Após a desparafinização foi feito:  

1) bloqueio da peroxidase endógena com água oxigenada a 

0,5% em água destilada;  

2)  exposição a leite desnatado a 5% em PBS  

3) incubação com anticorpo primário e com anticorpo 

secundário em câmara úmida;  

4) incubação com complexo avidina-biotina-peroxidase;  

revelação com substrato cromogênico (DAKO). A contra-coloração 

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 análise 

computadorizada de imagens presente no Laboratório de Patologia do Centro de 

Pesquisas do HCPA. Essa estação inclui um fotomicroscópio (Olympus BX60) com 

captadores de posição, uma câmera CCD (Sony) com adaptador de câmera CNA-D2 

(Sony), um computador com monitor em cores e mouse. A análise de imagem é 

processada com o software Image-Pro Plus, da Media Cybernetics. São captadas 

aleatoriamente 10 imagens de cada lâmina e gravadas em dispositivo físico, no formato 

TIFF, para posterior mensuração. O aumento das imagens no microscópio para a avalia-

ção das estruturas vasculares foi de 400x. A voltagem da lâmpada é mantida estável 

durante o processo de captura de imagens, permitindo a iluminação homogênea dos 

campos microscópicos.  

 

6.11 Avaliação morfométrica das estruturas vasculares arteriais para 

medida de espessamento de parede arterial 

Após a captura de imagens de lâminas histopatologia coradas com hematoxilina 

- eosina (item 6.6), utilizando a ferramenta “extensão” (length) de programa específico, 

medimos a espessura de parede vascular a qual corresponde à média dos valores de 6 

medidas de espessura obtidas a partir de uma linha traçada do eixo central e conectando 

um ponto localizado na interface média-adventícia e outro situado na interface média-

íntima. O diâmetro luminal foi calculado como a média do comprimento de das linhas, 

cada uma traçada em dois pontos opostos cada um deles situado na interface média-

intima representando o maior e o menor diâmetro. 

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

Na figura 7 estão grifadas as linhas utilizadas como medidas no cálculo da 

relação da espessura da túnica média com o diâmetro luminal 

(RMED).

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - cálculo da razão espessura da túnica média arterial/diâmetro luminal (RMED) 
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6.12 Análise da extensão da reação ductular por método morfométrico - 

quantificação 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 área 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 relação da área de positividade com a área 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 área positiva 

para CK7. A figura 8 demonstra uma imagem da interface do programa utilizado na 

análise morfométrica de uma lâmina onde os dúctulos biliares estão marcados com 

citoqueratina 7. 
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6.13 Escore histológico de fibrose – área de colágeno  

A avaliação da extensão de fibrose, do ponto de vista histológico, foi realizada 

em lâminas marcadas com picrossírius de acordo com (MASSEROLI et al, 2000).  A 

ACOL foi calculada através da razão entre a área corada com picrossírius 

(colágeno)/área total em pixels da imagem. Para cada imagem, utilizamos a ferramenta 

color range para marcar a coloração de picrossirius e o restante da coloração da 

imagem. Depois, foi aplicada a ferramenta grow para selecionar a área total com a 

coloração de picrossirius. 

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

morfométrica da extensão da deposição de colágeno. 

Figura 8 - interface do programa utilizado na análise morfométrica da reação 

ductular – PCK7. Estruturas biliares imunopositivas para citoqueratina 7 (cor  

marrom escura). 
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Figura 9 - interface do programa utilizado na análise morfométrica da extensão da 

área de deposição de colágeno – ACol. Cor vermelha. 
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6.14 Imunolocalização da Angiopoietina 1 

A intensidade da coloração de ANGPT 1 nas estruturas analisadas foi feita 

segundo WU, et al. 2004. Sendo zero sem coloração, 1 coloração fraca e 2 e 3 forte e 

muito forte respectivamente. Para fins de análise, consideramos como positivas as 

estruturas marcadas com coloração 2 ou 3.  

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Imunolocalização da ANGPT 1 na atresia biliar.  

Legenda: 1 Túnica média (marcação 2); 2 endotélio venoso 

(marcação 3); 3 ducto biliar (marcação 2) 
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6.15 Análise estatística 

As variáveis qualitativas foram descritas com frequências e percentuais.  

As variáveis quantitativas estão descritas em médias e desvio padrão ou 

medianas e mínimo/máximo.  

Inicialmente os dados foram testados quanto à normalidade da distribuição pelo 

teste de Shapiro - Wilk. 

O teste estatístico empregado na comparação entre grupos foi o teste não 

paramétrico de Mann Whitney. A interdependência entre variáveis foi avaliada pelo 

teste de correlação de Spearman. 

A associação das variáveis em estudo com a perda de fígado nativo foi avaliada 

pela regressão de Cox, com hazard ratio e intervalo de confiança de 95%. 

Adicionalmente, utilizamos o teste exato de Fisher para avaliar o efeito das variáveis em 

estudo na perda de fígado nativo. Os dados foram transformados em escala logarítmica 

previamente à análise. 

O nível de significância considerado foi de 5%.  

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

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

6.16 Considerações éticas 

Este trabalho foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pós Graduação do Hospital 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (número 100023; data 20/04/2010). Os 

responsáveis pelos pacientes em estudo assinaram termo de consentimento livre e 
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esclarecido no momento da coleta do material e devido à utilização dos prontuários dos 

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

6.17 Apoio Financeiro 

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

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

A atresia biliar (AB) é uma doença da infância caracterizada por uma 

colangiopatia esclerosante progressiva que leva à obstrução biliar. O tratamento de 

escolha é a portoenterostomia, cujo prognóstico é relacionado à idade do paciente na 

época da cirurgia e a variáveis histológicas como a extensão da fibrose e da reação 

ductular. O espessamento da túnica média (TM) sugere uma arteriopatia na patogenia da 

AB. Nós avaliamos a expressão do sistema angiopoietina (ANGPT)/receptor Tie2 no 

fígado de pacientes com AB e com colestase intra-hepática (CIH), correlacionando com 

espessamento da TM, com variáveis associadas a gravidade da doença e com o 

prognóstico pós operatório. Métodos - a expressão da ANGPT 1, ANGPT 2 e Tie 2 foi 

feita com o método de PCR quantitativo em amostras de fígado obtidas de pacientes 

com AB (n23) na ocasião da portoenterostomia e de crianças de idade semelhante com 

CIH (n7). As variáveis histológicas foram analisadas por método morfométrico. 

Resultados - a ANGPT 1 e a ANGPT 2 apresentaram expressão aumentada no grupo 

com AB em comparação com o grupo com CIH (P=0,024 e P=0,029, respectivamente). 

No grupo com AB, a expressão das ANPTs correlacionou-se positivamente com a 

espessura da TM (ANGPT 1: rs=0,59, P=0,013; ANGPT 2: rs=0,52, P=0,032) e não teve 

correlação com variáveis associadas a gravidade da doença. O Tie2 e as ANGPTs 

correlacionaram-se negativamente (ANGPT 1: rs=-0,73, P<0,001; ANGPT 2: rs=-0054, 

P=0,007). Conclusão - Na AB há uma expressão aumentada da ANGPT 1 e da ANGPT 

2 e uma correlação positiva desta expressão com a espessura da TM, mas, não com a 

idade na ocasião da portoenterostomia ou com variáveis histológicas associadas com a 

gravide da doença na época do procedimento. 
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INTRODUÇÃO 

A AB é uma doença hepatobiliar infantil caracterizada por obstrução dos ductos 

biliares associada a uma colangiopatia esclerosante progressiva. O tratamento inicial da 

AB é a portoenterostomia, a qual deve ser realizada assim que possível tendo em vista 

que as chances de sucesso a longo prazo diminuem conforme aumenta a idade na qual a 

cirurgia é feita (1). Adicionalmente à idade da portoenterostomia, achados histológicos 

observados nas biópsias coletadas na época do procedimento, como as extensões da 

fibrose e da reação ductular representam variáveis associadas com a gravidade da 

doença e podem ajudar a predizer o prognóstico pós-operatório (2). 

Independente da portoenterostomia, a AB pode induzir cirrose devido ao 

processo de colangiopatia esclerosante contínuo, fazendo desta doença a principal causa 

de transplante hepático (TxH) infantil. A etiologia desta colangiopatia permanece 

desconhecida e a AB parece representar mais um fenótipo do que uma doença única. 

Nosso grupo está interessado na pesquisa do papel de uma arteriopatia no 

desenvolvimento da AB, tendo em vista que achados arteriográficos (3), 

ultrassonográficos (4-6), de tomografia computadorizada (7), histológicos (8) e 

imunoistoquímicos (9) evidenciam espessamento da túnica média nos ramos da artéria 

hepática levando a um remodelamento vascular associado a hipóxia/isquemia no espaço 

porta e no porta hepatis. O conhecimento do comportamento das moléculas 

angiogênicas no fígado de pacientes doentes pode ser um importante elemento na 

compreensão da AB e da sua resposta à portoenterostomia. Portanto, o objetivo deste 

estudo foi avaliar o comportamento do sistema Angiopoietina (ANGPT)/receptor 

tirosinaquinase com domínios de imunoglobulina–like e de fator de crescimento 

epidermal (FCE)–like 2 (Tie 2), moléculas envolvidas na maturação da parede vascular, 

no fígado de pacientes com AB. Estes parâmetros biomoleculares foram 
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correlacionados também com a ocorrência de espessamento da túnica média, com 

variáveis clínicas e histológicas associadas com a gravidade  da doença e com o 

desfecho pós operatório. Nossa hipótese era que a ANGPT 1 e seu receptor Tie 2 teriam 

expressão aumentada no fígado de pacientes com AB em comparação com casos de 

colestase intra-hepática (CIH) e que sua expressão na AB teria correlação positiva com 

o espessamento da TM e com variáveis associadas à gravidade da doença, afetando o 

prognóstico pós operatório.  

PACIENTES E MÉTODOS 

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 idiopática (n=4) e deficiência de alfa 1 antitripsina 

(n=3). Durante o procedimento, duas amostras de tecido foram coletadas do seguimento 

IV do fígado. A primeira foi imediatamente colocada em um tubo contendo 1mL de 

RNA holder (BioAgency, Brasil) e sequencialmente armazenado em freezer a -80ºC 

para análise de expressão do RNA. A segunda amostra de tecidos foi colocada em 

formalina e posteriormente emblocada em parafina para análise histológica. 

PCR quantitativo (PCR q) 

Extração de RNA e confecção do DNA complementar (cDNA) 

O RNA foi extraído 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 µg de RNA usando o Kit cDNA Superscript I e II RT (Invitrogen, Carlsbad, 

CA), seguindo as instruções do fabricante. 
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PCRq 

O PCRq foi feito utilizando o Kit cDNA Superscript II  e III RT (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Os primers utilizados (ANGPT 1, ANGPT 2, Tie 2) e o gene de controle 

S18, sua temperatura de anelamento e o seu tamanho estão na tabela 1. A reação de 

cadeia de polimerase (PCR) foi conduzida no StepOne (Life Technologies, Carlsbad, 

CA) e a quantificação relativa foi feita pelo método 2
∆∆Ct

. 

Avaliação Morfométrica das variáveis histológias 

Preparação das Amostras e Captura das imagens 

De cada amostra de tecido emblocada em parafina, secções de 5 µm foram 

obtidas para a coloração de hematoxilina-eosina, picrossirius e para imunoistoquímica 

de citoqueratina 7 (CK7; Dako, Glostrup, Dennamark; diluição 1:100) e para ANGPT1 

(R&D Systems, Minneapolis, MN; diluição 1:100). A imunomarcação foi amplificada 

usando o complexo avidina – biotina peroxidase, como descrito previamente (11), sendo 

o anticorpo secundário um anticorpo multi-espécie (Easy Path; Erviegas Ltd, São Paulo 

Brasil). Lâminas com coloração hematoxilina-eosina foram usadas para avaliar 

morfometricamente a razão “espessura da TM/diâmetro luminal” (RMED) com o 

objetivo de descrever espessamento de TM enquanto que aquelas coradas com 

picrossirius foram utilizadas para descrever a área de deposição de colágeno para 

analisar a extensão da fibrose. As lâminas coradas com CK7 foram utilizadas para 

determinar a reação ductular através do percentual de positividade de CK7 (PCK7). A 

captura de imagens foi feita no fotomicroscópio Olympus BX51 equipado com uma 

câmera digital (Olympus BX 60). Foram capturadas, randomicamente, 10 imagens de 

cada lâmina, em aumento de 200X, para análise morfométrica. Essas imagens 
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continham ramos arteriais, áreas de fibrose e de reação ductular. A análise morfométrica 

foi feita com o programa Adobe Photoshop CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc., 

San Jose, CA). O pesquisador responsável pela análise morfométrica permaneceu 

cegado para a condição clínica do paciente. 

Razão da espessura da túnica média/diâmetro luminal (RMED) 

A RMED foi avaliada como descrito previamente (8). A espessura da túnica 

média e o diâmetro 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 traçada do eixo central e 

conectando um ponto localizado na interface média-adventícia e outro situado na 

interface média-íntima. O diâmetro luminal foi calculado como a média do 

comprimento de das linhas, cada uma traçada em dois pontos opostos cada um deles 

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

Percentagem de positividade de citoqueratina 7 (PCK7) 

A avaliação da PCK7 foi feita como descrita previamente (2). A medida da 

PCK7 foi feita em pixels utilizando-se a ferramenta color range do programa de análise 

de imagem. 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 área 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, através da razão ”área de positividade de CK7/total de 

pixels da imagem”. 
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Área de deposição de colágeno 

A ACOL foi realizada em lâminas marcadas com picrossírius como previamente 

descrito (12).  A ACOL foi calculada através da razão entre a área corada com 

picrossírius (colágeno)/área total em pixels da imagem. Para cada imagem, utilizamos a 

ferramenta color range para marcar a coloração de picrossirius e o restante da coloração 

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 área positiva para picrossirius. O total de 

pixels por imagem permaneceu constante em todos os campos para as amostras 

analisadas. 

Imunolocalização da ANGPT 1 

A imunolocalização histológica da ANGPT 1 foi feita por um patologista cegado 

para  a condição clínica do paciente, utilizando o método semi-quantitativo descrito 

previamente (13). 

Avaliação do desfecho pós operatório 

O desfecho pós-portoenterostomia foi avaliado como resolução da icterícia nos 

primeiros 6 meses depois da cirurgia e pela perda do fígado nativo (transplante ou 

óbito) nos dois anos seguintes do procedimento. Os dados clínicos foram coletados 

retrospectivamente pelos autores deste estudo. 

Análise estatística 

As variáveis quantitativas foram expressas com média ± DP ou mediana 

(mínimo-máximo). Dados categóricos foram expressos como frequências e 

percentagens. 
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O teste estatístico empregado na comparação entre grupos foi o teste não 

paramétrico de Mann Whitney. A interdependência entre variáveis foi avaliada pelo 

teste de correlação de Spearman. 

A associação das variáveis em estudo com a perda de fígado nativo foi avaliada 

pela regressão de Cox, com hazard ratio e intervalo de confiança de 95%. 

Adicionalmente, utilizamos o teste exato de Fisher para avaliar o efeito das variáveis em 

estudo na perda de fígado nativo. Os dados foram transformados em escala logarítmica 

previamente à análise. 

O nível de significância considerado foi de 5%.  

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

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

Ética 

Este trabalho foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital 

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

RESULTADOS 

Este estudo incluiu pacientes submetidos à laparotomia exploradora como parte 

da investigação de colestase neonatal entre dezembro de 2006 e março 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 ocasião da portoenterostomia, enquanto que o grupo de 

CIH foi composto de 7 meninos com idade de 81 (39-147) dias de vida, sem diferença 

estatística entre os grupos quanto ao sexo e à idade em que forma submetido à biópsia 

hepática (P=0,381). No grupo com AB, todos os 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 à cirurgia depois de 90 dias de vida. Nenhum 

paciente em estudo era prematuro, apresentava sepse ou fazia uso de nutrição parenteral 

total. 

Expressão gênica 

A expressão gênica, avaliada pelo método exponencial 2 
∆∆Ct

, 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 diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

(P=0,024) (Figura1). 

A expressão gênica 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 diferença estatisticamente significativa 

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

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos AB [3444,3 

(9,5 - 90147,5)] e CIH 10369 [(1,0 - 25521,7) (P=0,501)] com relação à expressão 

gênica do Tie 2. 

Avaliação morfométrica 

A área de deposição de colágeno 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 diferença estatística 

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 diferença estatisticamente significativa 

entre os grupos (P=0,065). Entretanto, os pacientes com AB pareceram apresentar 

valores mais altos (Tabela 2). 
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Correlação da expressão gênica com variáveis associadas à gravidade da 

AB 

Quando avaliamos a interdependência entre a expressão gênica do sistema 

ANGPT/Tie2 e a RMED bem como variáveis associadas à gravidade da AB (idade na 

portoenterostomia, ACOL e PCK7), o único parâmetro que apresentou correlação 

positiva com a expressão de ANGPT 1 e de ANGPT 2 foi a RMED, em ambos os casos 

apresentando correlação moderada positiva (ANGPT 1 rs=0,59; P=0,013 e ANGPT 2 

rs=0,52; P=0,032). Não houve correlação entre o sistema ANGPT/Tie 2 e variáveis 

associadas à gravidade da AB (idade na portoenterostomia, ACOL e PCK7). Uma 

correlação inversa foi verificada entre a expressão do Tie 2 a expressão da ANGPT 1 

(rs=-0,73; P<0,001) e da ANGPT2 (rs=-0,54; P=0,007). Relativamente às variáveis 

associadas à 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 expressão gênica de ANGPT 1 maior ou menor que 3 vezes o maior 

valor de expressão gênica da ANGPT 1 no grupo com CIH e comparamos a espessura 

da TM avaliada pela RMED entre esses dois grupos. Nós observamos que os pacientes 

com expressão de ANGPT 1 maior apresentaram valores de RMED de 1,2 (0,5 - 2,8), 

enquanto aqueles com expressão menor de ANGPT1 apresentaram valores menores de 

RMED 0,9 (0,4 - 1,5), sem diferença estatística entre os grupos, porém demonstrando 

uma significância limítrofe (P=0,068) (Figura 3). 
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Efeito das variáveis em estudo sobre o prognóstico pós-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 fígado em dois anos foi de 46,5%. Nenhuma variável 

em estudo, incluindo o sistema ANGP/Tie 2, idade na portoenterostomia, RMED, PCK7 

e ACOL influenciaram a ocorrência de morte ou TxH no segundo ano pós operatório 

(Tabela4). Nove de 23 (39%) dos pacientes tinham bilirrubina total menor que 2,0 

mg/dL em seis meses após a portoenterostomia. Este dado, não foi afetado por nenhuma 

das variáveis em estudo (Tabela 5). 

Imunolocalização da ANGPT1 

A imunolocalização da ANGPT1 ocorreu no endotélio arterial, venoso e 

sinusoidal de 100% dos pacientes em ambos os 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). 

DISCUSSÃO 

A angiogênese é parte não apenas da embriogênese normal, mas também, da 

patogênese de diversas doenças, entre elas, as doenças hepáticas. O oxigênio (O2) 

desempenha um papel fundamental na regulação da angiogênese e do VEGF A, o 

principal fator angiogênico. Quando induzido por hipóxia, o VEGF estimula a formação 

de novos vasos procurando reestabelecer um fornecimento adequado de O2 aos tecidos. 

No fígado, fibrogênese e angiogênese são processos intimamente relacionados. A 

cirrose desarranja a vasculatura normal dos hepatócitos limitados aos nódulos fibróticos, 

sofrendo de hipóxia constante e mantendo a produção de VEGF A. Adicionalmente, o 



84 
 

VEGF A induz reação ductular e fibrogênese (15). Alterações estruturais e mecânicas 

desencadeadas pela hiperplasia das células hepáticas promovem um bloqueio dos vasos 

hepáticos, perpetuando o processo cirrogênico. 

As colangiopatias apresentam comemorativos específicos em relação aos vasos 

sanguíneos, tendo em vista que os ductos biliares são nutridos exclusivamente pelo 

plexo vascular peribiliar formado por ramos da artéria hepática (16). O plexo vascular 

peribiliar é anormal em desordens como a colangite esclerosante (17) e algumas 

doenças atribuídas a colangiopatia isquêmica (18). Entretanto, em muitas doenças, o 

papel patogênico de distúrbios dos ramos arteriais persiste não esclarecido (19,20). A 

AB é uma colangiopatia de causa desconhecida. Ela afeta os ductos biliares intra- e 

extra-hepáticos e, geralmente, resulta em cirrose independente da realização da 

portoenterostomia em tempo hábil (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 

hepáticos, o qual é progressivo desde a portoenterostomia até o TxH. As artérias 

apresentam-se espessadas e distorcidas no porta hepatis (8,9). Na AB, há evidências 

arteriográficas precoces de ramos arteriais hepáticos periféricos distróficos, com 

contornos irregulares e imagens sugestivas de oclusão (3). Estudos tomográficos e 

ultrassonográficos demonstram um lúmen arterial hepático alargado no porta hepatis 

sugerindo a presença de um bloqueio ao fluxo sanguíneo ao nível dos vasos intra-

hepáticos (4-7). A expressão imunoistoquímica  do VEGF A no fígado de pacientes 

com AB é localizada nas paredes das artérias e nos ductos biliares nos espaços porta e 

no porta hepatis sugerindo a presença de hipóxia nestes locais. A presença de VEGF A 

por ocasião 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 definição do papel de uma colangiopatia 

isquêmica na etiologia da doença. 

Nas condições normais e patológicas, seguindo a vasculogênese inicial induzida 

por VEGF, os novos vasos sofrem maturação adicional e estabilização da parede 

vascular através da ação de moléculas como as do sistema ANGPT/Tie2. A ANGPT 1 

induz fosforilação do receptor Tie 2, promovendo sua ativação, enquanto a ANGPT 2 

inibe competitivamente o Tie 2 (21,22). A ANGPT 1 promove interação 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 está envolvida da diminuição da 

inflamação e da permeabilidade vascular (23), agindo sinergicamente com o VEGF não 

somente na angiogênese como na imunidade com o intuito de integrar as respostas 

inflamatória e angiogênica. 

Algumas citocinas induzidas pela ANGPT 1 estimulam a expressão de VEGF, 

potencializando a neovascularização de tecidos (24). Em modelos animais, a expressão 

aumentada de ANGPT 1 e VEGF promovem a proliferação de vasos alargados na pele 

(25). A expressão aumentada isolada da ANGPT 1 em ratos leva à hipertensão 

pulmonar com espessamento da TM em arteríolas. Angiografias pulmonares dos 

animais afetados demonstram bloqueio das arteríolas 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 expressão 

da ANGPT 1 no fígado de pacientes com AB. 

Nós observamos que na AB há uma expressão aumentada de ANGPT 1 em 

relação aos pacientes com CIH e que a expressão desta molécula está 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 expressão de ANGPT 1, verificamos que o 

espessamento da TM parece ser diferente entre eles. 

Na avaliação imunohistoquímica, encontramos expressão de ANGPT 1 no 

endotélio vascular e sinusoidal nos pacientes com CIH, enquanto que, em 50% dos 

pacientes com AB, verificamos esta expressão também no epitélio biliar, além do local 

habitual de expressão. Fabris et al. (2006) observaram expressão de ANGPT 1 nos 

colangiócitos de pacientes com doença policística renal autossômica dominante 

(ADPKD, do inglês autosomal dominant polycystic kidney disease), desordem que 

inclui uma malformação biliar, especificamente na placa ductal embrionária normal. Na 

ADPKD, a ANGPT 1 em conjunto com o VEGF induziu a proliferação de colangiócitos 

e da vasculatura, promovendo o crescimento de cistos e de seu suprimento vascular 

(27). No presente estudo, observamos, adicionalmente, a presença de ANGPT 1 nas TM 

de 14% dos pacientes com AB e este padrão específico de expressão 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 expressão gênica local alterada ou, até mesmo, um shear 

stress cronicamente aumentado devido à hipertensão porta intra-hepática presente na 

AB. 

Um achado inesperado deste estudo foi a associação da expressão 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 relação ao Tie 2. 

Atualmente, é sabido que a ANGPT 2 age na maturação de novos vasos na dependência 

das condições apresentadas pelo tecido em questão (28), particularmente na 

dependência da expressão do VEGF A. Na presença de VEGF A, a ANGPT 2 

potencializa a ação da ANGPT 1 na maturação de novos vasos, enquanto que, na sua 
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ausência, ela promove a regressão vascular (29,30). Adicionalmente, a interação do 

VEGF com a ANGPT 2 é atuante tanto no desenvolvimento de fibrose hepática como 

de carcinoma hepatocelular (32). A ação 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 é fortemente expressado nas estruturas portais, incluindo a TM de 

ramos da artéria hepática (9). 

Um segundo achado não esperado foi a correlação negativa entre a expressão 

das ANGPTs e a do receptor Tie 2. Isto pode ser resultado de um balanço competitivo 

do VEGF e da ANGPT 1 que ocorre em estados pró-angiogênicos com o intuito de 

evitar a estabilização vascular completa de modo a continuar a proliferação de novos 

vasos. Este balanço é atingido pela clivagem do Tie 2 pelo VEGF, criando um Tie 2 

solúvel o qual, ao ligar-se a ambas ANGPTs, inibe a cadeia de sinalização molecular e 

assim regula a maturação dos vasos (24). Um processo similar pode ter afetado os níveis 

teciduais do receptor Tie 2 nos fígados de pacientes com AB, o que, provavelmente, 

representa um estado pró-angiogênico pronunciado devido ao processo fibrogênico. 

Outro mecanismo de atenuação da ativação do Tie 2 é a indução de seu turnover de 

forma dose-dependente pela ANGPT 1 e, menos marcadamente, pela ANGPT2, levando 

a  ubiquitinação e degradação do receptor (33). A amplitude e a extensão da sinalização 

sobre os receptores tirosinaquinase, como o Tie2, parecem ter um papel decisivo no 

mecanismo de atenuação (34). Os altos níveis de expressão das ANGPTs, associados à 

natureza crônica da AB, podem explicar a correlação negativa evidenciada entre as 

ANGPTs e o receptor Tie2 neste estudo. Entretanto, tentando elucidar como as 

ANGPTs podem induzir espessamento da TM na presença de níveis normais do 

receptor Tie 2 e, inclusive, apresentando uma correlação negativa com seu receptor, será 

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

shear stress e inflamação (35). 

Outro achado inesperado foi a ausência de correlação entre as ANGPTs e as 

variáveis associadas com gravidade da AB (idade na portoenterotomia, ACOL e PCK7) 

desde que há relatos da associação da expressão destas moléculas com fibrogênese 

hepática e, consequentemente, com a gravidade da doença (36). Em relação, 

especificamente à ACOL, a falta de correlação pode dever-se às dificuldades inerentes 

de avaliação da fibrose hepática, tais como erros amostrais e variações fenotípicas 

idiossincrásicas em relação à fibrogênese (2). A ausência de correlação entre a 

expressão das ANGPTs e a extensão da fibrose contraria a suposição de que a expressão 

aumentada destas moléculas na AB e a associação com espessamento da TM possa ser 

totalmente explicada pelo shear stress. Entretanto, o pequeno número de pacientes em 

estudo pode ter contribuído para este achado e para a ausência de correlação entre a 

expressão das ANGPTs e as variáveis associadas à gravidade da doença, idade na 

portoenterostomia e PCK7. 

Os achados do presente estudo sugerem que, na AB, a expressão aumentada das 

ANGPTs não está relacionada com a gravidade clínico-histológica da doença hepática 

no momento da portoenterostomia. 

O que significa a expressão aumentada das ANGPTs associada ao espessamento 

da TM que evidenciamos nos casos com AB? Desmet (37) descreveu a ocorrência de 

hipoplasia venosa associada a hiperplasia de vasos arteriais nos fígados de pacientes 

com AB. Uma explicação para este achado e para os achados observados neste estudo é 

que estamos detectando uma alteração vascular secundária à hipertensão porta na AB. 

Em situações de muita fibrose hepática, o fluxo hepático torna-se marcadamente 
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arterializado. Na AB, uma doença caracterizada por fibrose hepática intensa e 

hipertensão porta, precoces, isto pode ser particularmente intenso, levando a um 

desequilíbrio dos fatores angiogênicos envolvidos na especificação artério-venosa e 

determinando os achados histológicos observados no fígado: diminuição dos ramos 

venosos porta associada a um aumento dos ramos arteriais. A hipoplasia da veia porta 

no hilo pode ser um evento secundário à diminuição 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 fisiopatogênico. Outra explicação é 

que na AB haveria uma alteração primária na expressão gênica que controla a 

especificação artério-venosa e a maturação vascular como a do Sonic Hedgehog ou do 

Notch afetando moléculas angiogênicas como as ANGPTs (38,39). Neste caso, nossos 

achados podem refletir um efeito secundário na cascata de transcrição molecular  devido 

uma desregulação gênica local. 

Em conclusão, este estudo mostra que, na AB, há uma expressão aumentada da 

ANGPT 1 e da ANGPT 2 e que esta expressão está correlacionada ao espessamento da 

TM. Isto ocorre independentemente da idade por ocasião da portoenterostomia e de 

variáveis histológicas associadas com a gravidade da doença (extensão da fibrose e 

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

Moléculas Primers TA Tamanho 

(PB) 

ANGPT 1 F: GGTCACACTGGGACAGCAG 

R: CATCAAACCACCATCCTCCTG 

58 °C 

58 °C 

134 

ANGPT 2 F: GCAGCATCAGCCAACCAGG 

R: GCATCAAACCACCAGCCTCC 

59.5°C 

59.0 °C 

106 

TIE 2 F: CGGAGATGTGAAGCCCAGAAG 

R: CCTTCCCATAAACCCAGGAGG 

57.8 °C 

57.3 °C 

123 

RNA18S  F: GACGGACCAGAGCGAAAGC 

R: GTCGGCATCGTTTATGGTCGG 

58.6°C 

58.4°C 

113 

Abreviações: TA – temperatura de anelamento; PB – pares de bases; PCRq – PCR 

quantitativo 
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Tabela 2- Comparação entre os grupos com AB e com CIH de acordo com a área 

de colágeno e com o percentual de citoqueratina 7 

Variáveis 

 

Grupos 

mediana (min-máx) 

 

P 

Atresia Biliar Colestase Intra-hepática 

ACol (%) 24,11 (2,6 – 38,7) 13,05 (5,32 – 29,62) 

 

0,275 

 

PCK7 (%) 7,45 (1,74 – 15,05) 3,05 (2,3 – 5,35) 

 

0,065 

 

 

Estatística: Mann-Whitney 
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Tabela 3: Correlação entre a expressão gênica do sistema ANGPT/Tie2, a razão 

espessura TM/diâmetro luminal – RMED e as variáveis associadas com a gravidade da 

doença (idade na portoenterostomia, área de deposição de colágeno e percentagem de 

citoqueratina 7). 

Variáveis ANGPT 1 ANGPT 2 Tie 2 RMED PCK7 ACol 

ANGPT 2 

 

0,69 

(<0,001) 

-     

Tie 2 -0,73 

(<0,001) 

-0,54 

(0,007) 

-    

RMED 0,59 

(0,013) 

0,52 

(0,032) 

-0,46 

(0,063) 

-   

PCK7 -0,15 

(0,955) 

0,09 

(0,743) 

0,23 

(0,384) 

0,33 

(0,202) 

-  

ACOL 0,06 

(0,808) 

-0,07 

(0,779) 

0,14 

(0,599) 

0,39 

(0,125) 

0,55 

(0,022) 

 

- 

Idade 

biópsia 

0,18 

(0,428) 

-0,02 

(0,934) 

0,05 

(0,805) 

0,03 

(0,907) 

0,70 

(0,002) 

0,33 

(0,195) 

Estatística – Correlação de Spearman. Em cada célula, os dados são apresentados pela 

correlação de Spearman e sua significância estatística (parênteses). (-) correlação do 

parâmetro com ele mesmo. 
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Tabela 4 - Associação das variáveis em estudo com a sobrevida de fígado nativo (morte 

ou transplante hepático) em 2 anos após a portoenterostomia  

 

Variável 

 

Ocorrência de Morte ou transplante hepático  

HR 95%IC P 

ANGPT1 0,88 (0,59 – 1,33) 0,553 

ANGPT2 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  

biópsia 

1,01 (0,98 – 1,05) 0,428 

Estatística: regressão de Cox, hazard ratio (HR) e intervalo de confiança (IC) de 95%. Os 

dados foram transformados em escala logarítmica antes da análise, com exceção da idade na 

portoenterostomia.  
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Tabela 5: Associação das variáveis estudadas e a resolução da icterícia 

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

Variáveis Resolução da icterícia 

 sim não 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 - 

80126) 

 

3444 (9,5 - 90147) 0,730 

Idade 

biópsia 

66 (32 - 88) 

 

60 (48 - 109) 0,605 

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 

Estatística: Mann-Whitney. Os dados são apresentados em mediana (min-máx).  
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Figura 1 – Expressão da Angiopoietina 1 em pacientes com atresia biliar e com colestase 

intra-hepática. Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatístico 

Mann-Whitney. *P=0,024 
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Figura 2 – Expressão da Angiopoietina 2 em pacientes com atresia biliar e com colestase 

intra-hepática. Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatístico 

Mann-Whitney. *P=0,029 
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Figura 3 – Comparação dos valores da razão espessura da túnica média/diâmetro luminal 

(RMED) entre subgrupos com atresia biliar conforme os valores de expressão gênica da 

angiopoietina 1 avaliados pelo método de exponencial 2
∆∆CT

, considerando um valor de 

corte de 3X o valor máximo da expressão gênica desta molécula no grupo com colestase 

intra-hepática.  Dados apresentados em mediana e intervalos interquartis. Teste estatístico 

Mann-Whitney. *P=0,068 
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Figura 4 – Imunolocalização da angiopoietina 1 nos pacientes em estudo (400X). Observa-

se positividade no endotélio venoso (v), arterial (a) e sinusoidal (s), dúctulos neoformados 

(d) e na túnica média (a) em paciente do grupo com AB (A) e no endotélio (v,s,a) e 

dúctulos neoformados (d), sem positividade na TM (a), em paciente do grupo com CIH 

(B). 



104 
 

 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A AB é a doença hepatobiliar crônica mais prevalente na infância e é a principal 

causa de transplante hepático em crianças. O fator desencadeante desta desordem biliar 

é desconhecido. Inúmeras pesquisas vêm sendo desenvolvidas com o objetivo de 

elucidar a etiopatogenia e os fatores envolvidos na progressão da doença que cursa com 

uma colangiopatia, fibrose e, finalmente, cirrose. Uma arteriopatia poderia estar 

envolvida na progressão desta doença. Este fato motivou o estudo do comportamento de  

fatores angiogênicos em pacientes com AB. 

Neste estudo, verificamos a presença e o grau de expressão gênica de ANGPT1, 

ANGPT2 e de seu receptor Tie2 no fígado de pacientes com atresia biliar e com 

colestase intra-hepática. Evidenciamos uma correlação positiva da expressão gênica da 

ANGPT1 com espessura aumentada de túnica média em amostras de fígados de 

pacientes com AB, somando nossos achados a outros achados nesta linha de pesquisa. 

Não encontramos correlação da expressão destes fatores angiogênicos com marcadores 

histológicos de fibrose e de reação ductular, nem com perda de fígado nativo em dois 

anos ou resolução da icterícia em 6 meses. 

Uma limitação de nosso estudo é a quantidade pequena de indivíduos incluídos 

na amostra, tendo em vista a raridade da AB e de a disponibilidade de material 

biológico para todos os fatores em estudo ter sido limitada. 

Isto reforça a necessidade de colaboração multicêntrica e de padronização de 

bancos de tecido (nas diversas formas necessárias para pesquisa histológica, bioquímica 

e molecular) em condições raras como a AB. 
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Anexo 1 – Alerta Amarelo 
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Nome:_____________________________________________________ AP          

Registro    

 

 

Grupo:   

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

 

Data de nascimento:  ________________ 

 

Idade da biópsia: ________________dias  

 

Idade do transplante: ______________ dias 

 

Idade do óbito: ___________________ dias     

 

 

 

HISTOPATOLOGIA I:  

FÍGADO 

 

 

PCK7 _____________________________________%    

 

 

Densidade superficial de colágeno:  ___________ %   

Anexo 2 – Protocolo de Coleta de Dados 
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Escore de fibrose: ___________________________                    

 

Razão espessura da túnica média / diâmetro luminal: ______________________       

 

 

RTPCR Ang1 (exponencial DDCT): _________________________________________ 

 

 

RTPCR Ang2 (exponencial DDCT): _________________________________________ 

 

 

RTPCR Tie2 (exponencial DDCT): _________________________________________ 

 

 

MARCADOR IMUNOISTOQUÍMICO: 

Angiopoietina I 

Artérias:      

Endotélio:                                0 (   )   1 (  )   2 (   )   3 (   ) 

Túnica média:                         0 (   )   1 (  )   2 (   )   3 (   ) 

 

Outras estruturas: 

Dúctulos biliares:                              0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 

Hepatócitos:                 0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 

Veias  

centrolobulares:  0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 

ramos portais:  0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 

Estruturas da matriz:  0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 

Estruturas dos sinusóides:  0 (   )   1 (   )   2 (   )   3 (   ) 
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Pac RMED Acol PCK7 ANGPT1 ANGPT2 Tie2 IdBio Perda 
Fig Nat 2a 

anic 6 
meses 

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

102 ,46 2,60 2,59 2,06 2,05 13307,94 48 sim não 

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 não sim 

105    41,93 42,15 20594,90 71 não  

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

112 1,08 25,30 6,07 6,82 6,84 3444,31 60 sim não 

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

119    32,22 32,39 3821,70 63 não sim 

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

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

123    31525152,20 587,12 2896,30 32 não sim 

121    2,64 1644,01 9345,13 54 sim não 

106 ,50 16,43 8,62 162,02 162,24 2503,96 88 não 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 não não 

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

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

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 não não 

122    13216,02 1406,12 75,06 79 sim não 

124    135,30 136,00 5148,72 19 não  

101 ,41 5,32 3,26 14,62 14,63 25531,66 60 não não 

201    30,48 30,70 18951,17 67 não  

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 não  

          

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

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

 

 

 

 

 

Anexo 3 – Dados Brutos 

Legenda: RMED – razão espessura da parede/diâmetro luminal; Acol – área de colágeno; 

PCK7 – percentagem de positividade de citoqueratina 7; ANGPT1 e 2 – expressão gênica 

das angiopoietinas; Tie2 – expressão gência do receptor Tie2; IdBio – idade da coleta de 

material; Perda Fig Nat 2a – Tx ou óbito até 2 anos; anic 6meses – resolução da icterícia em 

6 meses  
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Subject: Ped Res MS# 13-PR-01-0014R2 - Decision 

 

Dear Dr dos Santos,  

 

RE: MS#13-PR-01-0014R2 - Angiopoietin 1 and angiopoietin 2 are associated with 

medial thickening of hepatic arterial branches in Biliary atresia  

 

On behalf of Dr. Olaf Dammann, Editor-in-Chief, and Dr. Pierre Gressens, Associate 

Editor-in-Chief, I am pleased to advise you that your manuscript has been accepted for 

publication in an upcoming issue of Pediatric Research.  

 

Within the next 6-8 weeks, you will receive a follow-up email to this one. In that email, 

I will provide specific instructions regarding changes that are needed to your files to 

ready them for publication. You will then email me the files after you've incorporated 

the needed changes. After reviewing the changes, I will then forward your paper along 

for typesetting/layout. Two to three weeks later you will receive via email a set of page 

proofs for review.  

 

It is our intention to continue to do all we can to speed the publication of important 

research, and provide the best possible forum for the presentation of research findings in 

the study of childhood disease and development.  

 

Thank you for submitting your interesting and important work to Pediatric Research. 

We look forward to the publication of your manuscript. I will be back in touch with you 

shortly regarding the final changes that are needed.  

 

Congratulations,  

Stephanie Dean  

Managing Editor  

Pediatric Research  

 

 

You can now use a single sign-on for all your Nature Publishing Group accounts, view 

the status of all your manuscript submissions and reviews, access usage statistics for 

your published articles and download a record of your refereeing activity.  

 

Click here to be directed to your login page: http://mts-pr.nature.com/cgi-bin/main.plex  

 

In addition, NPG encourages all authors and reviewers to associate an Open Researcher 

and Contributor Identifier (ORCID) to their account. ORCID is a community-based 

initiative that provides an open, non-proprietary and transparent registry of unique 

Anexo 4 – Carta de aceite do artigo científico para publicação 
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