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RESUMO

Introducdo: A atresia biliar (AB) inclui obstrucdo completas das vias biliares extra-
hepaticas e uma colangiopatia intra-hepatica progressiva, cirrogénica. A natureza da
colangiopatia destes processos permanece obscura. Uma arteriopatia levando a colangiopatia
isquémica explicaria a natureza progressiva da lesdo biliar. A imunolocalizacdo do fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA) em ramos arteriais e ductos biliares intra-
hepéaticos e do porta hepatis dos pacientes com AB sugere isquemia nestas estruturas. A
ocorréncia de hipoxia hepatobiliar na AB necessita ser esclarecida. Objetivo: Determinar a
presenca de hipdxia nos figados de pacientes com AB, analisando a expressao génica dos
fatores induzidos por hipoxia (HIF) -1a e -20. Métodos: Estudo de amostras de bidpsias em
cunha coletadas na laparotomia exploradora de pacientes com AB isolada sem IgM+ para
citomegalovirus (n= 32) comparando com lactentes com colestase intra-hepatica (CIH, n=
09), pareados por idade. Uma amostra foi ultracongelada (analise molecular) e outra,
parafinizada (analises histoldgica e imunoistoquimica). Por PCRq, usando sondas TagMan®,
avaliaram-se as expressoes génicas de: HIF1-a, HIF2-a, proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP1) (marcador de fibrose biliar), citoqueratina 19 (CK19) (marcador de colangiécitos). O
gene normalizador foi 18S ribossémico. Por morfometria, foram quantificadas as extensdes de
fibrose e reacdo ductular. Dados clinico-laboratoriais foram prospectivamente coletados.
Resultados: O grupo AB, comparado a CIH, apresentou maior expressao de HIF1-a e HIF2-
a. No grupo AB, a expressdo do HIF1-a correlacionou-se positivamente com a bilirrubina
total (BT) sérica. Dois subgrupos de AB foram detectados quanto a expressdo dos HIFs: alta
(hiHIF, expresséo 3x maior que a mediana da CIH) e baixa (loHIF). Pacientes hiHIF-1a eram

mais velhos e com maiores niveis de BT e bilirrubina direta (BD) que loHIF-1a. O subgrupo



hiHIF-2a apresentou expressao de CK19 inferior a do loHIF-2a. As demais variaveis foram
semelhantes nos subgrupos HIFs. Conclusdo: Na AB ocorre hipdxia tecidual hepatica. Os
dados sugerem a existéncia de hipoxia tecidual progressiva nos figados afetados pela AB,

associada ao desaparecimento de ductos biliares e & piora do quadro obstrutivo biliar.

Palavras-chave: Atresia biliar; colestase intra-hepatica; hipoxia; artéria hepatica.



ABSTRACT

Background: Biliary atresia (BA) includes a complete obstruction of the extrahepatic
biliary tract and progressive intrahepatic cholangiopathy, and the nature of these processes
remains unclear. An arteriopthy, leading to an ischemic cholangiopathy, can be involved. The
immunolocalization of vascular endothelial growth factor A (VEGFA) in arterial branches
and bile ducts both within the liver and at porta hepatis from patients with BA suggests
ischemia in these structures. The occurrence of hypoxia in the hepatobiliary system in BA
needs to be elucidated. Aim: To determinate the presence of hypoxia in the livers from
patients with BA, by analyzing the gene expression of hypoxia-inducible factor (HIF) -1a and
-2a. Methods: Liver biopsy specimens collected at exploratory laparotomy of age-matched
patients with isolated, cytomegalovirus IgM-negative BA (n=32) and intrahepatic cholestasis
(IHC, n=9) were evaluated. A sample was ultrafrozen (molecular analysis) and the other was
paraffin-embedded (for histological and morphometric analyzes). Gene expression of: HIF-
lo, HIF-2a, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1) (biliary fibrosis marker) and
cytokeratin 19 (CK19) (cholangiocyte marker) were evaluated by PCRq using TagMan®
probes. The normalizing gene was 18S ribosomal. The extents of fibrosis and ductular
reaction were assessed by morphometry. Clinical and laboratory data were prospectively
collected. Results: There was higher HIF-1a and HIF-2a expression in BA in comparison
with IHC. In BA, the HIF-1a expression was positively correlated with total serum bilirubin
(TB). Two groups were observable in BA regarding HIFs: higher (hiHIF, considering as
cutoff point a value higher than 3x the median of expression in IHC) and lower (loHIF).
Patients with hiHIF-1a were older and presented increased levels of TB and direct-reacting

serum bilirubin (DB) than loHIF-1o. Patients with hiHIF-2a presented CK19 expression
3



lower than in loHIF-2a. The other variables were similar in subgroups HIFs. Conclusion: In
BA there is hypoxia in the liver tissue, which seems to be progressive and associated with the

disappearance of bile ducts and worsening biliary obstruction.

Keywords: Biliary atresia; intrahepatic cholestasis; hypoxia; hepatic artery.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AB: atresia biliar

ARNT: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

BASM: biliary atresia splenic malformation

BD: bilirrubina de reagéo direta

BT: bilirrubina total

CC: cisto do colédoco

CIH: colestase intra-hepatica

CK: citoqueratina

CMV: citomegalovirus

cDNA: complementary DNA

DNA: deoxyribonucleic acid

GGT: gama glutamil transferase

hiHIF: alta expressdo de HIF

HIF: hypoxia-inducible factor

HRE: hypoxia-response element

ICAM: intercellular adhesion molecule



IgM: imunoglobulina M

I/R: isquemia e reperfusédo

LDB: ligadura de ducto biliar

loHIF: baixa expresséo de HIF

MCP1: monocyte chemoattractant protein 1

NK: natural killer

PCKZY: positividade de citoqueratina 7

PCR: polymerase chain reaction

PVP: plexo vascular peribiliar

REDL: razdo espessura de tunica média e diametro luminal

RNA: ribonucleic acid

Th: T helper

TxH: transplante hepatico

VEGFA: vascular endothelial growth factor A

VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor

VHL.: von Hippel-Lindau

XPNPEP: X-prolyl aminopeptidase



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquematica das alteracdes histopatoldgicas  indicativas de

0bstrugdo mecanica extra-NePatiCa. .........cocoverereiereneisi e 17
Figura 2 - Anatomia do plexo vascular peribiliar intra e extra-hepatico..................... 31
Figura 3 - Passo a passo do processo de angiOgENESE. ......ccvcveveerreereseerieseesieeseesneenns 37

Figura 4 - Representacdo do comportamento do HIF-o em situagdes de normoxia e hipoxia.

..................................................................................................................... 40
Figura 5 - Medidas de espessura da tinica média arterial e didmetro luminal............ 108
Figura 6 - Medida da area positividade para citoquerating 7 ...........ccocovevvrererneneenn 108
Figura 7 - Area de positividade para fibrose...........cocevvvieeiieesecesiees e
T8, T bbb 109
Figura 8 - Sobrevida com 0 figado nativo €m 2 @no0S. .........cccceeveeveenecineseese e 114

Figura 9 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos conforme expressao génica de HIF-2a.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Diagnostico diferencial da colestase neonatal.............ccccccevveveiiieiicieseenee. 12
Tabela 2 - Agentes envolvidos na etiologia da AB ..........cccoovevviieieene e 21

Tabela 3 - Comparacéo entre atresia biliar e colestase intra-hepatica em relagéo as variaveis
LT I=TS] (0o o TSRS PP PR 111

Tabela 4 - Correlacdo entre as variaveis em estudo considerando pacientes com atresia biliar



1. INTRODUCAO

A atresia biliar (AB) € uma doenca que inicia exclusivamente na infancia e consiste na
obliteragdo completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepaticas, englobando a
maioria dos casos de colestase neonatal (1, 2). Independente da realizacgdo de uma
portoenterostomia para desobstrucdo do fluxo biliar, em condi¢des ideais, mantém-se no
figado uma colangiopatia progressiva, que geralmente leva a cirrose e a necessidade de
transplante hepatico (TxH) (3), unico tratamento definitivo da doenca (4). A AB € a causa

mais frequente de TxH pediétrico, e cerca de 50% destes procedimentos devem-se a ela (5).

A etiopatogenia da AB é desconhecida, porém, diferentes estudos tém associado a
doenca a fatores genético-cromossdémicos, ambientais, anormalidades imunolégicas e
imunogenéticas, além de doencas maternas como diabetes gestacional (1, 2). Diversos
estudos, incluindo um modelo murino de AB, tém indicado a presenga de um processo imune

com um padrao de resposta a infecgdo viral afetando as estruturas biliares (6).

A hipotética associacdo entre a AB e anomalias dos ramos da artéria hepatica tem sido
estudada (7). Uma arteriopatia desencadeando colangiopatia isquémica explicaria a natureza
progressiva da lesdo biliar, pois os ductos sdo nutridos exclusivamente por ramos arteriais do

plexo vascular peribiliar (PVP) (8).

Estudos em pacientes com AB demonstraram que ha dilatacdo luminal da artéria
hepatica no porta hepatis, e espessamento de parede vascular dos ramos intrahepéaticos
sugerindo uma arteriopatia caracteristica (9). Além disto, estudos arteriograficos
demonstraram em pacientes com AB, a presenca de ramos arteriais periféricos disformes,
apresentando irregularidades no contorno, com sinais de oclusdo e formagdo de “tufos*

vasculares (10). Nos figados de pacientes com AB, segundo avaliagdo morfométrica dos
9



ramos da artéria hepatica, observou-se espessamento de tlnica médio aparentemente
relacionado ao desaparecimento de ductos biliares (7). O fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGFA, do inglés vascular endothelial growth factor A), fator angiogénico
secretado em situacdes de hipoxia mostrou, especificamente na AB por ocasido da
portoenterostomia, positividade em estruturas portais, incluindo ramos da artéria hepética e
ductos biliares, bem como em artérias e remanescentes biliares no porta hepatis (11). O
sistema de fatores angiogénicos das angiopoietinas 1 e 2, relacionado ao recrutamento de
pericitos e, portanto, ao espessamento de paredes arteriais, apresentou expressdo génica
aumentada no figado de pacientes com AB, observando-se uma correlacdo positiva entre a
expressao destas angiopoietinas com 0 espessamento da tdnica média arterial (12). Estes
estudos tornam relevante analisar o comportamento de moléculas envolvidas na hipdxia,
como o fator induzido por hipoxia (HIF, do inglés hypoxia-inducible factor) -1a e -2a, no
figado de pacientes com AB, comparando com os de lactentes afetados por colestase intra-
hepética (CIH) e buscando compreender a sua relagdo com marcadores de gravidade da AB,
tanto clinicos quanto laboratoriais, bem como com a evolugdo clinica dos pacientes apés a

portoenterostomia.

10



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Colestase Neonatal

Colestase é o termo utilizado para descrever os estados patolégicos que cursam com a
reducdo do fluxo biliar em qualquer uma das etapas do processo de sintese e secre¢do da bile,
por alteracGes anatdmicas ou funcionais. Os pacientes colestaticos apresentam concentragoes
séricas elevadas de substancias que habitualmente sdo excretadas na bile, como a bilirrubina

direta (BD), os sais biliares e o colesterol (13).

A ictericia € um problema comum nos recém-nascidos, ocorrendo em cerca de dois
tercos dos bebés na primeira semana de vida (14). Uma ictericia prolongada além de 14 dias
de vida, porém, merece ser sempre investigada, pois pode ser a expressdao de uma doenca

colestatica neonatal (15).

O diagndstico precoce de uma colestase neonatal é de extrema importancia no manejo
destes pacientes, visando possibilitar a diferenciacdo das causas intra- e extra-hepaticas, de
modo que os tratamentos clinico e cirurgico sejam instituidos a tempo e, portanto, sejam
idealmente eficazes. A discriminacdo de doencas especificas potencialmente trataveis,
incluidas na Tabela 1, antes que sequelas hepaticas e sistémicas tornem-se inevitaveis é

questdo fundamental da terapéutica.

11



Tabela 1 - Diagnostico diferencial da colestase neonatal

Causas intra-hepaticas

A. Hepatite neonatal idiopatica — mecanismo desconhecido
B. Desordens da embriogénese
1. Sindrome de Alagille (defeito do Jagged 1, rarefacdo biliar sindrémica)
2. Malformacao de placa ductal (ARPKD/FHC, doenca de Caroli, ADPKD,)
C. Desordens da biossintese e conjugacao de sais biliares
1. Deficiéncia de 3-oxo0-4-esteroide 5-beta-redutase
2. Deficiéncia de 3-beta-hidroxi-5-C27-esteroide desidrogenase
3. Deficiéncia de oxisterol 7-alfa-hidroxilase
4. Deficiéncia de BACAT (hipercolenemia familiar)
5. OQutras
D. Desordens do transporte e secre¢do por membrana
1. Desordens de secrecdo canalicular
a. Transporte de sais biliares — deficiéncia de BSEP
i. Persistente progressiva (PFIC tipo 2)
Ii. Recorrente benigna (BRIC tipo 2)
b. Transporte de fosfolipidios — deficiéncia de MDR3 (PFIC tipo 3)
c. Defeito na oclusédo canalicular - deficiéncia de ocludinas (PFIC tipo 4)
d. Transporte idnico — fibrose cistica (CFTR)
2. Desordens complexas ou multiorganicas
a. Deficiéncia de FIC (distarbio na translocacao de fosfatidilserina)
i. Persistente, progressiva (PFIC tipo 1, doenca de Byler)
ii. Recorrente benigna (BRIC tipo 1)
b. Colangite esclerosante neonatal (defeito nas jungdes oclusivas)
c. Disfuncdo artrogripose-renal-colestase
E. Doencgas hepaticas metabolicas
1. Desordens glandulares: hipotireoidismo, hipopituitarismo
2. Com envolvimento do trato biliar: doenca de depdsito intrahepatico de alfa-1-
antitripsina, fibrose cistica (CFTR)
3. Sem envolvimento do trato biliar
continua

12



Tabela 1 - Diagnostico diferencial da colestase neonatal
concluséo

a. Desordem do metabolismo dos carboidratos: galactosemia, intolerancia
hereditaria a frutose, glicogenose 1V, sindrome da glicoproteina deficiente de
carboidrato

b. Desordem do metabolismo dos aminoacidos: tirosinemia

c. Desordem do metabolismo dos lipidios: doencas de Wolman, Niemann-Pick,
Gaucher

d. Desordem do metabolismo dos sais biliares secundaria: sindrome de
Zellweger (disturbio nos peroxissomos)

e. Defeito no transito molecular mitocondria-citoplasma: deficiéncia de citrina
(NICCD)

f. Outras: hepatopatias mitocondriais, hemocromatose neonatal
F. Infecgcbes congénitas

1. Parasitica: toxoplasmose
2. Viral: rubéola, citomegalovirus, herpes simples, virus hepatotropicos (A, B e
C), HIV, parvovirus 19, varicela, paramixovirus, sepse entérica viral (echo-,
coxsackie- e adenovirus)
3. Bacteriana: sifilis, sepse bacteriana, infec¢do do trato urinario, listeriose,
tuberculose
G. Desordem imune
Lapus eritematoso neonatal, hepatite neonatal com anemia hemolitica autoimune
H. Associada a nutricdo parenteral total
I. Miscelanea
Histiocitose X; choque e hipoperfusdo; asfixia neonatal; associada com obstrucao

intestinal; hepatite fibrosante com leucemia transitéria (trissomia do 21)

Causas extra-hepaticas

Atresia biliar
Cisto de colédoco
Perfuracdo espontanea do ducto biliar comum

Barro biliar e colelitiase

Fonte: Modificado de Santos et al., 2012.
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Abreviaturas: ARPKD/FHC: doenca renal policistica recessiva autossomica/fibrose hepatica
congénita; ADPKD: doenca renal policistica dominante autossémica; BRIC: colestase intra-
hepética benigna recorrente; BSEP: bomba de transporte dos sais biliares; CFTR: regulador
transmembrana da fibrose cistica; MDR3: proteina de resisténcia multidrogas 3; PFIC:

colestase intra-hepatica familiar progressiva.

O diagnostico de colestase neonatal inclui investigacdes clinica, laboratorial e

histopatoldgica.

Ictericia, hipocolia ou acolia, coliria e, mais tardiamente, prurido e xantomas sdo
achados clinicos na colestase neonatal. A avaliacdo da coloracdo fecal e urindria de um
paciente ictérico, é dado clinico fundamental no diagndstico de uma colestase neonatal (17,
18). Do ponto de vista laboratorial, colestase é conceituada como a presenca de valores de BD
maiores que 20% dos valores da bilirrubina total (BT) ou, sendo a BT menor ou igual a 5
mg/dL, valores de BD maiores ou iguais a 1mg/dL (14, 19). No estudo histoldgico, a
colestase é caracterizada pelo acumulo de pigmento bilirrubinico nos hepatdcitos e

canaliculos biliares, além de outros achados relacionados a etiologia do caso (20).

Um dado a ser considerado é que algumas doengas colestéticas neonatais causadas por
alteracOes canaliculares, tais como colestase intra-hepéatica familiar progressiva (PFIC, do
inglés progressive familial intrahepatic cholestasis) 1 e 2, e por desordens da biossintese dos
sais biliares primarios, apresentam valores normais ou baixos de gama glutamil transferase

(GGT) no soro, cujos niveis elevados sdo comumente marcadores de colestase. A presenca de
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colestase evidente sem elevacdo da GGT serve como critério laboratorial de suspeita destas

enfermidades (16).

2.2 Atresia biliar

A AB ¢é uma doenca que se inicia exclusivamente na infancia, constituindo a causa
mais frequente de colestase neonatal (21) e de doenga hepética cronica em criangas. Consiste
na obstrucdo completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepéticas, associada a
uma destruicdo progressiva da arvore biliar intra-hepéatica, com répida progresséo da fibrose
(1, 22). Com o passar do tempo, a colangiopatia da AB leva a um padrdo de rarefagdo de

ductos interlobulares (23).

Os primeiros relatos de AB foram publicados por Thompson em 1891 (24). Em 1916,
Holmes introduziu os conceitos de AB “corrigivel®, quando alguma &rea do canal biliar extra-
hepético é patente, permitindo anastomose primaria do ducto pérvio com o intestino, e “ndo
corrigivel“, quando inexiste um canal vidvel para esta anastomose (25). Ladd, em 1928,
realizou a primeira cirurgia de um caso “corrigivel* (26), mas foi apenas em 1959 que Kasai
descreveu a portoenterostomia, procedimento cirargico paliativo para os casos ditos “ndo

corrigiveis” de AB (27).

Independente da realizacdo adequada da portoenterostomia, em termos de precocidade
do procedimento, experiéncia do cirurgido e capacitacdo do centro de referéncia no tratamento
de AB, mantém-se no figado uma colangiopatia progressiva, que, na maioria dos casos, leva a
insuficiéncia hepatica cronica e necessidade de TxH (3). A AB é a causa mais frequente de
TxH pediatrico, o qual em 50% dos casos deve-se a ela, constituindo seu tratamento definitivo

(28, 29).
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A AB tem uma distribuicdo universal, com incidéncia variavel nas diferentes regides
do mundo, estimando-se que afeta 1:5.000 a 1:18.000 nascidos vivos (22). E mais comum na
Asia e na regifo do Pacifico do que no resto do mundo. A incidéncia da AB na Polinésia
Francesa de 1:3000 nascidos vivos (30), afetando em Taiwan 1,51 criancas a cada 10.000
nascidos vivos (31), enquanto incide em 1:14.000 nascidos vivos nos Estados Unidos (32) e

1:15.000 no Reino Unido (33).

2.2.1 Diagnostico de Atresia biliar

A investigacdo diagnostica de uma AB ndo deve ser baseada em qualquer exame
isolado, sendo a presenca da enfermidade sugerida por manifestacfes clinicas e laboratoriais,

e confirmada por exames complementares, especialmente a avaliagdo histopatologica.

Do ponto de vista clinico, caracteriza-se por um quadro de ictericia secundaria a
hiperbilirrubinemia de reacdo direta (conjugada) que se inicia ao nascimento ou nas primeiras
semanas de vida, coluria, acolia além de hepatoesplenomegalia variavel. A permanéncia
destes achados sugere fortemente uma AB e a investigacdo deve ser agil. Geralmente, um
paciente com AB tem aparéncia higida, é eutrdfico e sua ictericia é leve, tendo nascido com
peso adequado para a idade gestacional, enquanto pacientes afetados por doencas intra-
hepéaticas, com frequéncia apresentam sinais que evidenciam doenca sistémica e,

eventualmente, sugerem doencas especificas (34).

Do ponto de vista laboratorial, os niveis de BT e BD, apesar de estarem elevados, ndo
sdo muito altos. Quanto as enzimas hepéticas, em geral as canaliculares GGT e fosfatase
alcalina (FA) encontram-se mais elevadas que as tissulares, alanina aminotransferase (ALT) e

aspartato aminotransferase (AST) (29).
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Exames complementares, incluindo ultrassonografia, tubagem duodenal para detec¢éo
de sais biliares na luz duodenal, cintilografia biliar sequencial de 24 horas com tecnécio-99m
auxiliam na investigacdo e sao escolhidos de acordo com a preferéncia da equipe médica e
também da sua disponibilidade nos servigos (35). O estudo diagnostico complementar de
maior importancia no diagnostico de AB é a andlise histopatologica de uma amostra de tecido
hepéatico coletado por biopsia percutanea. O estudo histopatoldgico visa primeiramente a
identificacdo das varidveis que se associam especificamente a um quadro obstrutivo das vias
biliares, incluindo: 1) reacdo ductular; 2) expansao portal por infiltrado inflamatorio, edema e

fibrose; 3) colestase em ductos neoformados, sob a forma de tampdes biliares, e 4) presenca

de pontes fibrosas. (Figura 1)
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Figura 1 - Representacdo esquematica das alteracdes histopatologicas indicativas de

obstrucdo mecéanica extra-hepatica.
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No espaco porta normal pode ser observada a triade porta, composta por ducto biliar
interlobular, ramo da veia porta e ramo da artéria hepatica. Na periferia do espaco porta,
normalmente, localizam-se ductulos biliares, os quais, em situacfes lesivas e ndo somente
obstrutivas, sofrem proliferacdo. Na vigéncia de obstrucdo mecanica, ocorre expansao portal
devido a proliferacdo de ductos, fibrose, edema portal e infiltrado inflamatério. Nos ductos
interlobulares e ductulos proliferados, acumulam-se tampdes biliares. A fibrose ultrapassa os
limites do espaco porta, formando-se pontes de fibrose e estruturas biliares proliferadas, que

ligam espagos porta entre si e espagos porta a veias centrolobulares.

Abreviaturas: DBi: ducto biliar interlobular; duct: ductulos biliares; RAH: ramo da artéria

hepética; RVP: ramo da veia porta. Fonte: Santos et al., 2012.

Com a utilizacdo destes parametros, a acuracia, a sensibilidade e a especificidade do
método atingem 90,5%, 100%, e 75,9%, respectivamente (36). Porém, alguns dados podem

confundir o diagndstico histopatoldgico da AB com o de doencas intra-hepaticas:

1) as caracteristicas obstrutivas, especialmente a presenca de tampdes biliares em ductos
neoformados, sdo achados tempo-dependentes e podem estar ausentes caso a bidpsia

percutanea tenha sido realizada precocemente;

2) pacientes com AB frequentemente apresentam alteracdes lobulares inespecificas,
decorrentes da colestase per se e que ndo devem ser consideradas como indicadoras de uma

colestase de causa intra-hepatica;
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3) doencas colestaticas de causa intra-hepatica, incluindo as hepatopatias causadas por
citomegalovirus (CMV), deficiéncia de alfa-1-antitripsina e sindrome de Alagille, podem

apresentar um padrdo obstrutivo indistinguivel da AB (34).

O diagnostico final pode ser confirmado apenas no momento de uma laparotomia
exploradora, através da inspecdo das vias biliares extra-hepaticas e, quando a vesicula e o
ducto cistico sdo permeaveis a passagem de contraste, por uma colangiografia trans-operatdria

demonstrando obstrucdo completa dos ductos biliares extra-hepaticos (29).

2.2.2 Tratamento cirargico da Atresia biliar

A portoenterostomia, ou cirurgia de Kasai (37), consiste na criacdo de um segmento
intestinal anastomosado ao hilo hepatico, de forma similar a um bypass em Y-de-Roux, assim
desobstruindo as vias biliares extra-hepaticas e restabelecendo o fluxo biliar, de forma a
aumentar as chances de sobrevivéncia com o figado nativo (27). O restabelecimento de fluxo
biliar no pds-operatorio depende da idade por ocasido da portoenterostomia, a qual nédo
deveria ultrapassar 60 dias de vida (38). Cerca de 70% a 80% dos pacientes que se submetem
a cirurgia antes de 60 dias de vida conseguem restabelecer o fluxo biliar, enquanto 25% dos
operados com mais de 90 dias atingem este desfecho (39). Para Serinet et al. (2009), porém,
os melhores resultados ocorrem nas criangas operadas antes de 45 dias de vida e a realizagéo
de postoenterostomias dentro deste periodo evitaria a necessidade de 5,7% dos TxH até a
adolescéncia. Por outro lado, em um estudo a realizagdo da portoenterostomia antes dos 30
dias de vida levou a piores resultados, sugerindo os autores que, neste caso, uma manifestacao
tdo precoce da AB poderia relacionar-se a uma patogenia diferente associada com pior

prognostico (40).
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Outras variaveis, alem da idade, podem influir nos resultados pds-operatorios dos
pacientes com AB, incluindo aquelas modificaveis com medidas que aprimorem o sistema de
salde em relacdo a doenca, incluindo: 1) experiéncia do cirurgido; 2) capacitacdo técnica do
centro de referéncia. Outras varidveis que nao podem ser modificadas sdo também
importantes, tais como: 1) presenca malformacdes extra-hepaticas; 2) presenca de cistos na

via biliar extra-hepatica e 3) variante de AB associada a infec¢do por CMV, entre outras (41).

2.3 Etiopatogenia na Atresia biliar

A etiopatogenia da AB ainda ndo esté totalmente elucidada, e desvenda-la pode levar
ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas adicionais a cirdrgica. Mdltiplos fatores
podem contribuir para a patogénese da AB (42) e, talvez, a AB represente um fenotipo
decorrente de diferentes desordens (43). Em um grande grupo de pacientes, a AB parece
resultar de uma agressdo imune as estruturas hepatobiliares desencadeada por uma infeccdo
viral prévia, mas doencas maternas, fatores imunogenéticos, genético-cromossémicos,

ambientais e epigenéticos podem ser gatilhos adicionais (1, 2, 29).

O nosso grupo avalia o papel das anormalidades dos ramos da artéria hepéatica no

desenvolvimento da AB (7, 12).

A tabela 2 lista alguns dos agentes que tém sido propostos como envolvidos na

etiologia da AB.
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Tabela 2 — Agentes envolvidos na etiologia da AB

Fatores genético-cromossdmicos

e Fatores genéticos
o Mutagdo CFC1
o Mutacdo NFkappaB/c
o Expressdo ICAM e HLA-DR
o GPC1 (delegdes at 2937.3)

o Polimorfismos: VEGFA (+936 C/T); X prolil aminopeptidase (1rs
17095355); adiponectina — ADD3 (+276 G/T); MMIF (-173 G/C)

e Anormalidades cromossdmicas numéricas
o Trissomias: 10q, 17, 18 e 21

Fatores ambientais

e InfeccBes materna/neonatal
o Citomegalovirus
o Reovirus tipo 3
o Papilomavirus
o Rotavirus

e Fitotoxinas, micotoxinas

Outras

e Anomalias estruturais
o BASM
o Malformagéo da placa ductal
o Anomalias da artéria hepética
¢ Anormalidades imunoldgicas
o Diminuig&o linfécitos T reguladores

Alteracdes linfécitos Thl7

O

o Envolvimento da imunidade adquirida (vias Thl e Th2)

o Envolvimento da imunidade inata
e Doenca materna

o Diabetes gestacional

Fonte: Modificado de Santos et al., 2010.
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Abreviaturas: CFC: gene que codifica a proteina criptico; NF Kappaf3: Fator Nuclear Kappa
Beta; ICAM: Molécula de adeséo intercelular; HLA-DR: Antigenos Leucocitarios Humanos;
GPC: glipicano; VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular; ADD: aducina; MMIF:
Fator Inibitorio da Migracdo de Macrofagos; BASM: Malformacdo Esplénica associada

Atresia Biliar; Th: T helper.

2.3.1 Heterogeneidade da AB sugere diferentes fenotipos

A hipdtese de que a AB representa um fendtipo resultante de distintas desordens (3)
ainda ndo foi completamente demonstrada. Classificacdes da AB em relagdo a anatomia,
clinica, histopatologia e perfil molecular tém sido descritas, e esta diversidade de variantes
tem sido considerada como um dado corroborante a hipétese de uma heterogeneidade
etioldgica da doenca. A natureza progressiva da AB, no entanto, torna dificil estabelecer se
essas caracteristicas distinguem subgrupos etioldgicos, ou sdo manifestagdes tempo-

dependentes de uma Unica doenca.

2.3.1.1 Variantes anatdmicas da AB

A identificacdo dos diferentes tipos de AB de acordo com o local da obstru¢do do
ducto biliar comum foi descrita pela primeira vez por Holmes, em 1916 (25), e serviu para
distinguir as formas cirurgicamente corrigiveis e ndo corrigiveis. A classificacdo mais
amplamente utilizada das variantes anatbmicas foi proposta pela Associacdo Japonesa de
Cirurgides Pediatricos (44, 45) constando de 3 tipos: tipo 1, presente em 5% dos casos,
constitui a variante corrigivel de AB por envolver obstru¢cdo do ducto biliar comum com
manutencdo de estruturas biliares proximais pérvias; tipo 2, compreende 2% dos pacientes e
consiste de atresia do ducto hepético, algumas vezes associada a cistos no porta hepatis, e

tipo 3, que ocorre em 90% dos pacientes com AB e apresenta o porta hepatis sélido
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constituido por um corddo fibroso. No tipo 3, um cisto pode ser encontrado distalmente a
obstrucdo ductal. Esta classificacdo foi Util para definir a viabilidade de uma correcédo
cirurgica para AB até que Dr. Morio Kasai, atraves da criagdo de uma portoenterostomia,
tornou “corrigivel a forma incorrigivel (46). Esta classificacdo ainda hoje ajuda a prever o
prognostico pds-portoenterostomia, uma vez que o tipo 1, a variante corrigivel, esta associada

a uma maior sobrevida do figado nativo (47).

2.3.1.2 Variantes clinicas de AB

A existéncia de variantes clinicas da AB sugere que esta doenca pode ser adquirida
durante a vida intra-uterina precoce (forma embrionéria), envolvendo cerca de 10% dos casos,
ou durante o periodo perinatal (forma adquirida), que abrange os 90% restantes (48).
Curiosamente, pacientes com a forma adquirida apresentam niveis séricos aumentados de
bilirrubina conjugada e/ou BD logo nos dois primeiros dias de vida (49), sugerindo que,
mesmo neste subgrupo, a AB é congénita e que o insulto causal ocorre na fase pré-natal,
diferentemente do modelo murino de AB em que a infecgdo viral deve ocorrer apds o parto

para produzir a doenga (50).

Forma embrionéria

A hipédtese de que a AB resulta de um insulto embrionario, e talvez associe-se a uma
alteracdo genética, é reforcada pela ocorréncia de um subgrupo de pacientes também afetados
por anomalias congénitas extra-hepaticas. Estas anomalias, no entanto, ndo tém um padréao

homogéneo, podendo ser classificadas em:

1) Anomalia de lateralidade associada a AB: ocorre em cerca de 10% dos pacientes com

AB de acordo com um estudo multicéntrico americano (51), mas a sua frequéncia pode variar
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entre 3% e 20% dos casos (52). Os defeitos de lateralidade sdo caracterizados pela
malformacdo esplénica associada a AB (BASM, do inglés biliary atresia splenic
malformation), anteriormente chamada de “sindrome de polisplenia“. Polisplenia é definida
como a presenca de cinco ou mais nodulos de baco, ou por um bagco multilobulado, mas
BASM pode incluir também asplenia (48). O transtorno de lateralidade associado com AB,
independentemente da polisplenia, asplenia, ou mesmo de um baco normal, inclui uma
combinacéo variavel de situs inversus ou situs ambiguus, veia porta pre-duodenal, auséncia de
veia cava inferior, ma-rotacdo intestinal, malformacdes cardiacas e/ou dextrocardia,
malformacdes pancreaticas e pulmonares (53). Pacientes com BASM sdo expostos a uma alta
incidéncia de eventos morbidos durante a embriogénese, como o diabetes gestacional,
sugerindo que agentes teratogénicos possam agir como gatilhos (48, 54). De acordo com
Chandra (1974), a associacdo entre AB e defeitos de lateralidade ndo € casual, porque estas
condicdes frequentemente se sobrepdem, e a organogénese tanto do primordio esplénico e das
vias biliares extra-hepaticas é coincidente no periodo embrionario com a septacdo do coragdo
e do tronco arterial, e com o desenvolvimento da arvore broncopulmonar e dos coxins
endocardicos. O defeito de lateralidade poderia, neste caso, resultar da acdo de teratdgenos

antes da quinta semana gestacional.

A etiopatogenia exata do defeito de lateralidade na AB, no entanto, permanece
obscura, uma vez que as mutagdes associadas com o complexo de anomalias extra-hepaticas,
incluindo as mutacdes em genes da Inversina, Polaris, Brachyury, fator nuclear de hepatdcitos
-3B (HNF, do inglés hepatocyte nuclear factor), Sonic Hedgehog (Shh), Smad-5, Lefty 1 e 2,

e EGF-CFC1 ndo apresentam aumento de frequéncia na populagdo afetada pela AB (48, 53).
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Silveira et al. (1992) sugeriram a ocorréncia de um ambiente intrauterino alterado
associado com BASM. E concebivel que tais alteracBes intra-uterinas possam atuar por via
epigenética, induzindo a ocorréncia de BASM. Alterac6es epigenéticas na metilacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) podem ser transmitidas por
heranca ndo mendeliana. Gatilhos ambientais, incluindo drogas, toxinas, ou virus podem
induzir disturbios de metilacdo do DNA, atuando como teratdégenos (56) e em um modelo de
zebrafish de inibicdo da metilacdo do DNA, um desenvolvimento deficiente das vias biliares
extra-hepéticas foi observado (57). A presenca de BASM parece afetar negativamente o

prognostico pos-portoenterostomia (54).

2) Anomalias extra-hepaticas ndo-sindrémicas associadas a AB: compreende 6% dos
pacientes com AB (51) e em torno de 58,5% dos pacientes com AB com anomalias extra-
hepéticas importantes (58). Essas anomalias ocorrem principalmente no coracdo, nos tratos

gastrointestinal e urinario, sem caracteristicas de um defeito de lateralidade (51).

3) Ma-rotacgéo intestinal isolada: um subgrupo de pacientes com AB apresenta ma-rotacdo

intestinal como Unica anomalia congénita, com ou sem veia porta pré-duodenal (58).

A importéncia de um fator genético na etiologia da AB € sugerida, além da associacao
com anomalias congénitas extra-hepaticas, pelo aumento da frequéncia de polimorfismos
geneticos em diferentes amostras de pacientes com a desordem. Estes polimorfismos indicam
a necessidade de investigar mutacOes especificas na AB, mas alternativamente podem
representar fatores predisponentes para a ocorréncia da doenca, na presenca de determinados
agentes ambientais. Polimorfismos foram observados em genes como os que codificam a
proteina criptico 1 (CFCL, do inglés encoding the Cryptic protein) variante ¢.433G> A (59); a

molécula de adesdo intercelular -1 (ICAM-1, do inglés intercellular adhesion molecule-1):
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variante G241R (60); a regido entre os genes X-prolil-aminopeptidase (XPNPEP1, do inglés
X-prolyl aminopeptidase 1) e aducina 3 (ADD3, do inglés adducin 3): variante rs17095355
(61). Entre os genes localizados nesta regido, o da aducina, um gene envolvido na reatividade
da parede arterial (62), e, portanto, com um fendtipo de aumento do tdnus miogénico, parece
ser um polimorfismo fundamental na AB (61, 63, 64). Outro polimorfismo encontrado em
pacientes com AB e associado com alteracdes vasculares, além de inflamatorias, € a variante
+936C/T do gene VEGFA (65). Polimorfismos adicionais associados com a AB ocorrem nos
genes fator inibitério da migracdo de macrofagos (MMIF, do ingles macrophage migration
inhibitory factor) (66), XPNPEPL1 (67), adiponectina (68) e glipicano 1 (GPC1, do ingles

glypican 1) (69, 70).

Além dos fatores genéticos e epigenéticos, o aumento da frequéncia de casos de AB
em pacientes com desordens cromossémicas, como as trissomia dos cromossomos 17, 18, 21
(71-74) e a Sindrome de Turner (75), bem como com anormalidades cromossémicas
estruturais, incluindo monossomia, duplicacdo e trissomia proximal parcial do cromossomo
10 (76-79) indicam que nestes pacientes a etiologia da AB é parte de uma sindrome de

maultiplos 6rgdos desencadeada por uma alteracdo cromossoémica (80).

Forma adquirida ou isolada

A maioria dos casos de AB ndo tém anomalias extra-hepéaticas associadas, e parece
decorrer de uma lesdo biliar adquirida durante o periodo perinatal. Esta hipétese é reforcada

pela raridade da ocorréncia de AB em bebés prematuros, fetos mortos e abortamentos (81).

A variacao sazonal na ocorréncia de AB sugere a a¢do de um agente ambiental (81),

mas esse assunto é controverso. Caton et al. (2004) observaram variacdes nos padroes
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sazonais na frequéncia de AB em recém-nascidos em Nova lorque, com maior incidéncia
durante a primavera, enquanto os resultados de The et al. (2007) indicaram que os bebés
concebidos durante a primavera foram mais propensos a ter AB do que aqueles concebidos no
inverno. Por outro lado, varios grupos (84-87) ndo encontraram variacdo sazonal na

ocorréncia da doenca.

Em relacdo as discrepancias geograficas na incidéncia da AB, a doenca é mais
frequente no leste da Asia e na Polinésia Francesa do que na Europa e América do Norte, e,
além disso, a incidéncia também ¢é varidvel em diferentes regides de um mesmo pais (88).
Esta variacdo geografica pode indicar a importancia ndo sé de causas ambientais, mas

também de peculiaridades genéticas destas populagdes.

Os fatores ambientais capazes de desencadear a AB ndo estdo claramente definidos.
Micotoxinas e fitotoxinas foram atribuidos como agentes responsaveis pelos surtos de AB
observados em ovelhas na Australia durante a estiagem (89). No entanto, os virus sdo
considerados os gatilhos ex6genos mais importantes na AB para a maioria dos investigadores.
Em criancas com AB ha um aumento da expressdo de genes associados a inflamacdo e a
imunidade, especialmente a osteopontina, molécula reguladora da resposta imune T helper
(Th) 1 e o interferon gama (90). No figado de criangas afetadas, ha infiltracdo de células
associadas com a imunidade inata, tais como macrofagos (91), as natural killer (NK) (92), e
as dendriticas (93), bem como ocorre uma expansdo oligoclonal de células envolvidas na
imunidade adquirida (94), incluindo linfocitos T CD8+ (95) e T CD4+ (92, 96). No soro dos
pacientes com AB ha um aumento dos niveis de ICAM e molécula de adesdo celular vascular

1 (VCAML1, do inglés vascular cell adhesion molecule) (92, 97, 98).

Varios virus tém sido associados com a etiologia da AB, tal como:
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e Virus da hepatite B (99-101).
e Virus sincicial respiratério (102).
e Herpesvirus (103).
e Papilomavirus humano (103, 104).
e Reovirus (105-110).

- Rotavirus (111).

e CMV (6, 112-117).

Entre os reovirus, 0 CMV destaca-se como um provavel agente causador da AB. Os
pacientes com CIH causada por CMV frequentemente apresentam um padrdo histopatolégico
indistinguivel da AB, e muitos pacientes com AB apresentam imunoglobulina M (IgM)
positiva para CMV no soro. Adicionalmente, 55% dos pacientes com AB evidenciam uma
resposta imune montada especificamente contra CMV (6). Os pacientes com anticorpos IgM+
para CMV representam uma variante clinica distinta da AB, além da BASM e do tipo isolado
(118). Shen et al. (2008) observaram uma frequéncia de 48% de positividade de IgM para
CMV e um efeito prejudicial da infeccdo na resposta a portoenterostomia. Os pacientes com
AB associada ao CMV apresentam uma diminuicdo dos niveis de células T reguladoras
(Tregs) no sangue periférico, sugerindo a ocorréncia de uma resposta inflamatoria exacerbada,

assim agravando o dano hepaético (6).

Porém, ndo ha qualquer evidéncia direta de um virus, incluindo seu DNA ou acido
ribonucléico (RNA, do inglés ribonucleic acid), nas estruturas hepatobiliares de pacientes
com AB, apesar de um perfil de proteinas indicativo de infeccdo viral cronica (120). O
mecanismo de um processo continuo prejudicial na auséncia de um virus poderia ser um

disturbio imune desencadeado pela exposi¢do, durante a lesdo de colangidcitos, de epitopos
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cripticos, incluindo a-enolase (121), uma molécula induzida na adaptacdo a hipoxia tecidual
(122). A exposicdo destes epitopos desencadearia a liberacdo de auto-antigenos alterados,
conduzindo a ativacdo de linfocitos T auto-reativos com especificidade para colangiocitos,

desencadeando uma colangiopatia esclerosante cronica (123).

2.3.1.3 Forma cistica

A ocorréncia de cistos nos ductos biliares extra-hepaticos de pacientes com AB é
reconhecido desde as primeiras descri¢gdes anatdmicas por Holmes em 1916 (25). A presenca
de cistos ¢ atualmente considerada como um critério para a especificagdo da “variante cistica*
de AB. A presenca de cistos constitui um dado significativo pois: 1) quando detectado por
ultrassom pré-natal, sugere uma obstru¢do mecéanica extra-hepatica, incluindo AB ou um cisto
de colédoco (CC) e, assim, ajuda a antecipar a investigacdo diagnostica; 2) parece indicar um
progndstico diferenciado, e 3) representa um desafio para o diagnéstico diferencial entre a AB
e CC tipo 1 com obstrucdo completa do ducto biliar comum (124). A distin¢do entre esses
dois distdrbios é importante, pois, quando a cirrose ainda ndo estd presente no CC, 0s
resultados cirdrgicos ap6s a correcdo de um CC sdo melhores do que os observados na AB.
As diferencas entre AB e CC, detectadas por ultrassom ou colangiografia, reforcam que a AB
inclui uma colangiopatia intra-hepatica. No CC, os ductos biliares apresentam caracteristicas
saudaveis e dilatadas, associadas a uma vesicula biliar distendida, enquanto na AB as
estruturas biliares intra-hepaticas sdo irregulares e hipoplasicas (125). A forma cistica inclui
10% dos pacientes com AB (126) e ndo esta associada a qualquer peculiaridade étnica,
genética ou epidemiologica. Esses pacientes, no entanto, apresentam um melhor prognostico
poOs-portoenterostomia (127). Curiosamente, do ponto de vista etiolégico, no modelo murino

de AB que apresenta um padrdo de resposta Th2, ha aumento da frequéncia de cistos biliares
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extra-hepaticas, sugerindo o possibilidade de uma fisiopatologia imune peculiar para esta

variante de AB em seres humanos (128).

2.3.1.4 Variantes inflamatéria versus fibrosante de AB

Moyer et al. (2010), avaliaram os perfis moleculares e histopatoldgicos no figado de
pacientes com AB, e observaram que a apresentacdo da doenca poderia ser dividida em trés
formas: 1) forma inflamatoria, mostrando aumento do nimero de linfocitos T e células NK,
bem como uma superexpressao de genes relacionados com o sistema imune e a inflamacéo; 2)
forma fibrdtica, com caracteristicas de fibrose extensa e perfil de expressdo génica
relacionados a fibrose; e 3) forma mista, sem desequilibrio entre a inflamacéo e fibrose. No
entanto, houve diferenca de idade entre os grupos, e 0s pacientes da variante inflamatoria
eram mais jovens que os do tipo fibrético, sugerindo que essas caracteristicas definidoras

representam etapas distintas de um mesmo processo progressivo.

2.4  AlteracOes vasculares na atresia biliar

Nosso grupo estuda a contribuicdo de uma anomalia nos ramos da artéria hepatica, ou

seja uma arteriopatia, no desencadeamento e manutencdo da doenca (7, 11, 12).

2.4.1 Plexo vascular peribiliar

O epitélio biliar € nutrido exclusivamente por uma rede de capilares localizados em
estreita proximidade com as vias biliares, o PVP (7). O PVP esté incluido nas subunidades
microvasculares hepaticas (130), e deriva-se dos ramos arteriais portais, formando um plexo

composto de: 1) arteriolas acompanhantes, que cursam paralelamente aos ductos, e 2)
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arteriolas comunicantes, as quais se ramificam das primeiras e se comunicam com o epitélio

biliar (130, 131).

Aorta

L8 s Artéria gastroduodenal
Artéria retroduodenal

Figura 2 - Anatomia do plexo vascular peribiliar intra e extra-hepatico.

O ducto biliar (DB) comum ¢é vascularizado pelas artérias do PVP extra-hepatico, que correm
ao longo de sua extensdo, irrigando-0. A maior parte do sangue do PVP extra-hepético €
fornecido através da artéria retroduodenal inferior. Uma parte menor do PVP extra-hepatico é
suprida pela artéria hepatica direita. Em contrapartida, os ductos biliares intra-hepaticos sdo

irrigados pelo PVP intra-hepatico, derivado das artérias hepaticas direita e esquerda.

Abreviaturas: DB: ducto biliar; PVP: plexo vascular peribiliar; AH: artéria hepatica; VP: veia

porta; IH: intra-hepética; EH: extra-hepéatica. Fonte: Ruemmele et al., 20009.

O fato de os colangiocitos serem exclusivamente nutridos por sangue arterial, explica

0 envolvimento das estruturas biliares em caso de lesdo isquémica em quadros de
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comprometimentos dos ramos da artéria hepatica, caracterizando uma colangiopatia

isquémica (8).

2.4.2 Arteriopatia na Atresia biliar

Devido ao padrdo de vascularizacdo arterial da &rvore biliar, uma arteriopatia afetaria
todo este sistema, constituindo um fator crucial e ainda ndo investigado na patogénese da
colangiopatia da AB (11). Uma relagdo da AB com processo isquémico por disturbio arterial

foi observada em modelos animais (133-137).

Em pacientes afetados por AB, os primeiros relatos foram descritos em 1959 por
Stowens descrevendo um espessamento de tunica média (138), e confirmado por Brough &
Bernstein (1969). Apds, em 1993, Ho et al. observaram a ocorréncia de dilatacdo luminal e
espessamento de parede vascular (9). Anormalidades anatémicas dos ramos arteriais
hepaticos, por angiografia, foram descritas em 2004 por Uflacker & Pariente em todos oS

pacientes de uma amostra de AB por eles estudada (10).

Em 2005, Santos et al. confirmaram por morfometria em material hepatico obtido por
ocasido da portoenterostomia e marcado por imunoistoquimica, um espessamento da tunica
média dos ramos arteriais hepaticos relacionado ao desaparecimento dos ductos biliares (7).
Em estudos utilizando ultrassonografia e tomografia computadorizada, foram observados
dilatacdo do Iimen arterial hepatico no hilo hepatico e aumento da vascularizacdo na regido

subcapsular (140-142).

Edom et al. (2011) estudaram a imunolocalizacdo do VEGFA e seus receptores para o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR, do inglés vascular endothelial growth

factor receptor) 1 e 2 em pacientes com AB, comparando com pacientes afetados por CIH, e
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observaram um padrdo de imunolocalizacdo do VEGFA especifico da AB por ocasido da
portoenterostomia, sugestiva de hipdxia nos ductos biliares e ramos arteriais, tanto intra-

hepéticos quanto no porta hepatis.

Em 2014, Souza et al. observaram uma expressdo génica aumentada das moléculas
angiogénicas angiopoietinas 1 e 2 nos pacientes com AB em compara¢cdo com 0s pacientes
com CIH, detectando uma correlacdo desta expressdao com o espessamento da tunica média

arterial e sugerindo o envolvimento do sistema de angiopoietinas neste processo (12).

Um dado interessante € que a analise de microRNAs no modelo murino de AB
demonstrou, além de alteragbes de micro acido ribonucléico (miRNA, do inglés micro-
ribonucleic acid) que regulam genes com funcBes relacionadas a sobrevivéncia dos
colangidcitos e a modulacdo da inflamacdo, uma diminuicdo dos niveis de miR-126, um

miRNA endotelial (143).

2.5 Fibrogénese e reacdo ductular na AB como marcadores da gravidade da

doenca

Os pacientes com AB, na sua grande maioria evoluem, mesmo apdés a
portoenterostomia, para uma disfuncdo hepética cronica associada ao desenvolvimento de
cirrose (4). Variaveis histologicas observadas e/ou mensuradas em bidpsias coletadas por
ocasido da portoenterostomia tém sido consideradas como dados Uteis na predicdo do

prognostico pos-cirargico do procedimento.

A extensdo da fibrose hepatica tem sido usada com esse propdésito, podendo ser
avaliada por escore especifico (144) ou por método morfométrico (145). Na analise do

prognostico, a diferenca tem sido encontrada entre grupos de pacientes com graus leves de
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fibrose, apenas com expansédo portal, e outros ja com cirrose desenvolvida (146). Porém, em
amostras nas quais a idade na portoenterostomia é muito elevada essa comparacdo torna-se
dificil devido a raridade dos casos que apresentam extensdo leve de fibrose. A extensdo da
fibrose pode ndo ser um marcador adequado para o progndstico dos pacientes, uma vez que
existem dificuldades inerentes a avaliagdo histopatoldgica, incluindo erros amostral e de

métodos de coloracédo (147, 148).

Santos et al. (2009) descreveram que a extensdo da reacdo ductular, avaliada por
método morfomeétrico através da positividade de citoqueratina 7 (PCK7), mostrou-se variavel
relacionada, de forma independente de idade e grau de fibrose, com a sobrevida do figado

nativo em 1 ano.

A gravidade da fibrose e da reacdo ductular sdo mensuraveis, além da histopatologia e
morfometria, também por método molecular. Entre os marcadores utilizados incluem-se a
proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP1, do inglés monocyte chemoattractant protein 1),
que possibilita inferir o grau de fibrogénese biliar (149) e a citoqueratina (CK) 19, que

quantifica no tecido hepatobiliar o fenétipo celular dos colangidcitos (150).

A MCP1 é um membro da familia de quimiocinas, responsavel pela migracdo e
infiltracdo de mondcitos/macréfagos em resposta a inflamacdo (151). Evidéncias tém sugerido
que a MCP1 pode ser um regulador importante da fibrose hepatica e na AB ja foi descrito seu
aumento tanto em soro quanto em tecido hepético (149). Por outro lado, a CK19 é o menor
membro da familia de citoqueratinas, um grupo heterogéneo de proteinas de filamentos
intermediarios. E, normalmente, expressa na mucosa do trato gastroenteropancreético e
hepatobiliar, conformando-se como um marcador de epitélio biliar no figado (152, 153). Além

disso, 0 aumento da CK19 pode ser util na avaliagdo da gravidade de hepatopatias (153).
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2.6 Angiogénese

A angiogénese pode ser encarada como um processo dindmico estimulado pela hipdxia
levando a formacdo de novos vasos a partir de vasos sanguineos pré-existentes (154). Este
processo é fundamental tanto em condicgdes fisioldgicas, tais como a reparagédo de tecidos e 0
crescimento, como em condi¢des patologicas, incluindo hepatiopatias cronicas (155). No
adulto, e em circunstancias normais, a formacao de novos vasos sanguineos ocorre durante a
cicatrizacdo de feridas, regeneracdo de Orgdos, e no sistema reprodutor feminino durante a

ovulacdo, menstruacdo, e a formacéo da placenta (156).

O processo de angiogénese envolve a divisdo das células endoteliais, degradacdo
seletiva da membrana basal e da matriz extracelular, a migracdo de células endoteliais, € a
formagdo de uma estrutura tubular (156). Cada etapa desse processo incorpora complexas
cascatas moleculares, estimuladoras ou inibidoras, envolvidas na constru¢do e maturacdo dos
vasos, bem como da formacdo de redes vasculares visando nutrir os tecidos e assim resolver a

hipoxia local (157).

Welti et al. (2013) detalharam o processo de angiogénese. (figura 3) O passo inicial
ocorre através da ativacdo das células endoteliais por moléculas pro-angiogéncias,
especialmente o VEGF. JuncOes intercelulares e membrana basal sdo remodeladas em
conjunto com descolamento de pericitos, permitindo que células ponta migrem em resposta
aos sinais de orientacdo através da estimulacdo de VEGFR2 ativado pelo VEGF. O broto
cresce em direcdo ao gradiente de VEGF que é liberado na membrana extracelular. Em
seguida, este broto se alonga através da proliferacdo de células pedunculares que formam um
limen e recrutam pericitos para a estabilizacdo. Este sistema permite a migracdo vascular,

com direcionalidade, por meio da célula ponta, e o alongamento do eixo, atraves da
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proliferacdo de células pedunculares. Quando ocorre o encontro entre estas duas células, elas
anastomosam, num mecanismo assistido por macréfagos que se acumulam e estimulam o
brotamento através da producdo de fatores angiogénicos ou proteoliticos libertando-os da
matriz extracelular. Uma vez que ocorre a fuséo celular, um Iimen é formado para permitir o
fluxo de sangue, o qual perfunde o tecido hipoxico, diminuindo os niveis de sinais
angiogeénicos, inativando os sensores de oxigénio das células endoteliais, e aumentando as
moléculas pro-quiescentes que levam a quiescéncia do endotélio. As células endoteliais se
tornam células falange quiescentes, que conduzem o fluxo sanguineo e regulam a perfuséo
tecidual. Além disso, ocorre 0 depdsito de membrana basal entre os pericitos e as células
endoteliais, e 0 estabelecimento de uma barreira coberta por pericitos maduros. Esta barreira

entre o0 sangue e tecido circundante controla a troca de fluidos e solutos.
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Figura 3 - Passo a passo do processo de angiogénese.

Abreviaturas: MEC: membrana extracelular; CE: célula endotelial; MB: membrana basal.

Fonte: Modificado de Welti et al. 2013.
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2.7 Hipodxia

A capacidade de manter os niveis de oxigénio é essencial para a sobrevivéncia de um
organismo (159). Em situacdes de hipdxia, ou seja, de baixa concentracdo de oxigénio num
tecido, alteracBGes sistémicas e em nivel intracelular sdo ativadas com o objetivo de
restabelecer a oxigenacdo adequada e minimizar lesdes (160). A hipoxia celular ocorre
quando a demanda por oxigénio molecular necessaria para gerar niveis de adenosina trifosfato
(ATP, do inglés adenosine triphosphate) suficientes para o funcionamento celular e tecidual
excede o suprimento vascular. A hipoxia tecidual pode ocorrer durante uma variedade de

estados de doenca, como por exemplo, em doenca vascular, inflamacéo crénica e tumor (161).

A resposta aguda do figado a situacdo de hipdxia inclui mudancas no nimero dos
fatores de transcricdo fundamentais para a regulacdo do desenvolvimento celular, apoptose,
inflamacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular. O figado tem papel regulador no equilibrio
energético, metabolismo de substratos, desintoxicacdo, e um pequeno papel na eritropoiese, e

a ocorréncia de hipoxia tecidual compromete todas estas fungdes (162).

A hipdxia pode ser sistémica ou local. A principal causa de hipoxia local é a isquemia,
processo no qual ha um blogueio no fornecimento de sangue ao tecido, causando falta do

oxigénio necessario para o metabolismo celular (163).

2.7.1 Fator Induzido por Hipdxia

O processo de resposta a hipoxia e regulado, principalmente, pelo HIF (164), o qual

funciona como o principal mediador da homeostase do oxigénio em praticamente todas as
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células, desempenhando func@es criticas no desenvolvimento embrionario e na fisiologia pos-
natal (165). Este fator é composto por duas subunidades, o ¢ B. A subunidade o é dependente
de oxigénio e a subunidade B, também conhecida translocador nuclear de hidrocarbonetos aril
(ARNT, do inglés aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), é independente, sendo
ubiquamente expressa em todas as células eucariotas. Na presenca de oxigénio, o HIF-a sofre
ubiquitinacdo e degradacdo proteossomal rapida. Este processo € mediado pela proteina
supressora de tumor de von Hippel-Lindau (VHL), a qual, para se ligar a subunidade a, requer
uma prolil hidroxilacdo dependente do oxigénio. Quando ocorre esta ligacdo, 0 processo de
degradacdo de HIF-o ocorre, no compartimento citoplasmatico. Em situagdes de hipoxia, o
HIF-a acumula-se no citoplasma e, a seguir, é translocado para o nucleo, formando o
heterodimero com ARNT, que se liga ao elemento responsivo a hipéxia (HRE, do inglés
hypoxia-response element) dos genes alvo (166). O complexo HIF/ARNT adicionalmente
recruta coativadores transcricionais e ativa a transcricao de genes alvo, desempenhando um

papel essencial nos processos de adaptacdo a hipoxia (167).

A expressdo de VEGFA, principal fator angiogénico, é induzido por hipdxia (168),
atuando diretamente nas células endoteliais ao se ligar e ativar seus receptores especificos,

VEGFR1 e VEGFR2 (169).

O VEGFR2 parece ser o principal mediador dos efeitos mitogénico, angiogénico, e da
permeabilidade induzida por VEGFA (170), embora tenha menor afinidade com o VEGFA
que o VEGFR1 (171). Gaudio et al. (2006) demonstraram que a expressdao do VEGFR2 no
epitélio biliar associa-se a proliferacdo das células endoteliais, e que o bloqueio de sua

expressao leva a apoptose de colangiécitos.
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O VEGFRL1 possui uma atividade de quinase muito mais fraca em relacdo ao VEGFA,
sendo incapaz de gerar resposta mitogénica nas células endoteliais quando estimulado por
VEGFA (171). O VEGFR1 modula a divisdo das células endoteliais nas primeiras fases do
desenvolvimento vascular, pouco antes da formacdo dos primeiros vasos sanguineos
primitivos, além de ser importante na migracdo das células (173, 174). Porém, sua atuacdo
mais destacada ocorre nos processos inflamatdrios, estimulando a agdo dos macréfagos. Por
outro lado, em situacBes de doengas, incluindo as hepaticas, ele também possui alguma

atividade angiogénica, embora menos importante que o VEGFR2 (175).
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Figura 4 - Representacdo do comportamento do HIF-a em situagdes de normoxia e

hipoxia.
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Regulacdo de HIF. Em condicdes de normoxia, a hidroxilacdo dos residuos de prolina
ocorrem pela degradacdo dependente de oxigénio mediada pela proteina com dominio de
prolil hidroxilase. HIF-a se liga a proteina supressora de tumor acarretando na sua degradacao
proteossomal. Em condi¢des de hipoxia, HIF-o. se dimeriza com a porcdo ARNT/HIF-B,
transloca-se para o nucleo, e induz a transcricdo de genes atraves de ligacao e reconhecimento
de sequéncias do elemento responsivo de hipdxia dentro das regiGes promotoras dos genes
alvo.

Abreviaturas: HIF: fator induzido por hipoxia; ARNT:  translocador nuclear de
hidrocarbonetos aril; HRE: elemento responsivo a hipoxia; PRO: prolina; VHL: von Hippel-
Lindau; PHD: proteina com dominio de prolil hidroxilase. Fonte: Modificado de Shay et al.,

2012.

Existem trés isoformas da subunidade HIF-a: HIF-1a, HIF-2a, e HIF-3a (176). O HIF-
la foi descoberto a partir da identificagdo de um HRE na regido 5’-RCGTG-3’ no gene da
eritropoetina (177, 178) e é a molécula mais ubiquamente expressa e melhor caracterizada da

familia, sendo reconhecido como o principal regulador da sinalizacdo hipoxémica (179).

O HIF-2a tem 48% de identidade sequencial com o HIF-1a (180) e atua na regulagao
da hipdxia de forma semelhante ao HIF-1a, mas sua expressao € restrita a determinados tipos
celulares (161). Segundo Tian et al. (1997), a expresséo de HIF-2a ocorre, preferencialmente,
em células endoteliais e, nestas células, o HIF-2a representa um importante regulador da
vascularizagédo, enquanto que o HIF-1a ¢ expressado ubiquamente nos tecidos. J& a atuagédo
do HIF-3a foi caracterizada menos extensamente, mas sabe-se que pode atuar como um

repressor interno do sistema HIF (181).
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2.7.2 Papel de HIF-1a e HIF-2a

O HIF-1a ativa a expressdo de mais de 70 genes, e a variedade de genes regulados é
diferente em cada tipo celular, sendo que para alguns genes a expressdo pode ser induzida ou
reprimida pelo HIF-1a (179). Entre os processos fisioldgicos criticos regulados por genes-
alvo do HIF-1a incluem-se a eritropoiese, a angiogénese, a glicolise, bem como a
vasodilatacdo como, por exemplo, a producdo da Oxido nitrico sintase (iINOS, do inglés
inducible nitric oxide synthase) (161). Além disso, em condicdes de hipdxia grave ou
prolongada, o HIF-1a pode também ativar a transcri¢do de genes de morte celular (182). Em
modelo animal de fibrose hepatica por ligadura de ducto biliar (LDB), héa ativacdo do HIF-1a
apos 3 dias do procedimento, periodo que antecede o desenvolvimento de fibrose
significativa. Esta ativacdo de HIF-1a ocorre, neste modelo, principalmente em hepatdcitos e
macrofagos (183). Os macrdéfagos acumulam-se em regides hipoxicas do figado durante a
lesdo cronica induzida por colestase, onde a hipdxia estimula a ativacdo de HIF-1a. Além
disso, a ativacdo de HIF-1a em células estreladas pode ser importante para o desenvolvimento
da fibrose. Considerando esses estudos, a modulagéo terapéutica do HIF-1a pode ser eficaz na

prevencdo da progressdo da fibrose nas hepatopatias colestaticas (184).

Em relacdo ao HIF-2a, quando ativado ele se expressa no nucleo de células néo-
parenquimatosas, tais como as células endoteliais glomerulares, peritubulares e fibroblastos
do rim, células endoteliais e da glia cerebral, além de expressar-se no parénquima de outros

6rgdos como figado e intestino, ou ainda, de modo homogéneo, no musculo cardiaco (185).

No desenvolvimento vascular, os papéis de HIF-1a e HIF-2a sdo distintos, pois o
HIF-1a ¢ responsavel pela proliferacdo de células endoteliais, migragdo e surgimento de

novos vasos, enquanto 0 HIF-2a desempenha um papel mais destacado no controle da
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morfogénese vascular e integridade na formacéo da arvore vascular (157).

Nas células tubulares renais, Rosenberger et al. (2002) descreveram que apenas HIF-1a
foi encontrado, ao passo que o HIF-2a foi expresso em células endoteliais e fibroblastos. Em
neuroblastoma, HIF-2a, mas ndo HIF-1a, é fortemente expressado em areas tumorais bem
vascularizadas e sua atividade induz crescimento tumoral e estd associada com uma doenca

mais agressiva (187).

2.7.3 Hipoxia e Doencas Hepaticas

A hipdxia tem um papel importante na patogénese de diferentes doencas do figado
(166), incluindo a lesdo tecidual provocada durante o processo de isquemia e reperfuséo (I/R),
na qual as alteracbes iniciam no periodo isquémico, mas agravam-se no estagio de
reoxigenacao tecidual (188, 189). A inducdo de HIF-1a constitui evento precoce, que precede
a apoptose de células do figado na lesdo por I/R (190). Porém, ha estudos que sugerem que a
ativacdo do HIF-1a talvez tenha efeito protetor sobre a lesdo por I/R (191) e o bloqueio da
ligacdo entre VEGF e HIF-1a atraves de um antagonista de VEGF reduziria a lesdo por I/R ao

reprimir a migracdo de leucdécitos e producdo de citoquinas no tecido (192).

No modelo animal de LDB, o HIF-1a é ativado em hepatocitos e macréfagos na
periferia de infartos biliares e dentro das regides de proliferacdo dos ductos biliares, levando a
fibrose hepatica. O bloqueio da expressdo de HIF-1a inibe a fibrogénese neste modelo (183).
Hepatocitos sob hipoxia, além de expressar HIF-1a, também ativam HIF-2a em menor

proporcédo (193).

Mediadores pro-fibroticos sdo secretados em cultura de hepatécitos de rato num

ambiente pobre em oxigénio (194). Na fibrogénese associada a lesdo hepatica colestatica, o
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HIF-1a tem efeito marcante. O HIF-2a também tem importante papel na regulacao da
fibrogénese hepatica durante o estabelecimento da esteato-hepatite. Em modelo animal de
sobre-expressdo de HIF através da inativacdo de VHL observou-se rapida ativacdo de HIF-2a,
a qual levou ao aumento da inflamacao e fibrose hepaticas, demonstrando que estes processos

sdo respostas do figado desencadeadas em situacGes de hipdxia (195).

Em doencas do figado, tais como cirrose biliar primaria e colangite esclerosante
priméaria, macrofagos, fibroblastos e hepatdcitos sdo os grupos celulares envolvidos na

fibrogénese induzida por hipdxia (184).

A inibicdo de HIFs pode ter um papel na terapia do cancer. No hepatocarcinoma, HIFs
desempenham um papel importante na patogénese, apresentando-se sobre-expressados (166).
Bangoura et al. (2004) observaram uma expressdo de HIF-2a em 52% dos casos de
hepatocarcinoma com infiltracdo capsular e invasdo da veia porta, sugerindo um uma
associacao com o desenvolvimento de metéstases. A positividade de HIF-2a foi de 69,5% nos
casos de hepatocarcinoma, 55% em tecido ndo canceroso adjacente, e nenhuma em tecido
hepéatico normal, além de uma correlagcdo com a expressdao do VEGF e com a diminuicdo da
sobrevivéncia dos pacientes. Os autores sugeriram que 0 HIF-2a possa ser uma ferramenta no

prognastico e, possivelmente, um alvo terapéutico no tratamento do hepatocarcinoma (197).
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3. JUSTIFICATIVA

A etiologia da AB ainda ndo esta totalmente esclarecida. Entre as hipdteses etiologicas,
nosso grupo estuda o envolvimento de uma arteriopatia no surgimento e progressdo da
doengca. Uma arteriopatia afetaria todo o sistema biliar, pois os ductos s&o nutridos
exclusivamente por um PVP, podendo constituir elemento-chave na patogénese da AB, a qual
entdo incluiria uma colangiopatia isquémica. A determinacdo da existéncia desta
colangiopatia isquémica na AB, e sua associagdo com 0 prognostico pos-portoenterostomia,
pode possibilitar o desenvolvimento de novas terapéuticas por meio da modulacdo da

atividade de moléculas angiogénicas, reduzindo ou retardando a necessidade de TxH.

A presenca de hipdxia em tecidos hepatobiliares, ajudaria a confirmar a existéncia de
colangiopatia isquémica na AB. Portanto, este estudo visa detectar e quantificar a presenca de
hipoxia em tecidos hepatobiliares de pacientes com AB, visando incrementar a compreensdo

tedrica da patogenia desta doenca.
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4. QUESTAO DE PESQUISA

Hé& evidéncias de isquemia em tecido hepatobiliar na AB, passiveis de deteccdo por

meio da analise da expressdo génica dos fatores induzidos por hipoxia HIF-1a e HIF-2a?
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5. HIPOTESE

Na AB, por ocasido da portoenterostomia, ha evidéncias de isquemia em tecido
hepatobiliar, detectavel através da avaliacdo dos fatores induzidos por hipéxia HIF-1a e HIF-

20.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Estudar a presenca de isquemia em tecidos hepatobiliares nos pacientes com AB através
avaliacdo dos marcadores especificos de hipoxia HIF-1a e HIF-2a, buscando compreender a
sua relagdo com marcadores de gravidade da doenca, tanto clinicos quanto laboratoriais, bem

como com a evolucdo clinica dos pacientes apds a portoenterostomia.

6.2 Objetivos Especificos

e Quantificar a expressao génica de HIF-1a e HIF-2a.

e Estudar a associagdo entre a expressdo génica de HIF-1a com variaveis associadas a
gravidade da AB, que afetam o prognostico pds-portoenterostomia, incluindo idade
por ocasido da portoenterostomia, extensdo da reacéo ductular e a extenséo da fibrose.

e Relacionar a expressdo génica de HIF-1a com a razdo entre a espessura de tnica
média arterial e o didmetro luminal (REDL).

e Estudar a associagdo entre a expressao génica de HIF-2a associadas a gravidade da
AB que afetam o progndstico pds-portoenterostomia.

e Relacionar a expresséo génica de HIF-2o. com a REDL.

e Verificar a associacao entre a expressdo génica de HIF-1o e HIF-2a com outros dados
clinico-laboratoriais.

e Verificar a associacao entre a expressdo génica de HIF-1a ¢ HIF-20. com a sobrevida

do figado nativo em 2 anos do p6s-operatdrio da portoenterostomia.
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ABSTRACT

Biliary atresia (BA) includes a sclerosing cholangiopathy whose nature is not fully
deciphered. Aiming to evaluate the role of an arteriopathy as etiologic factor in BA, we
investigated hypoxia and the correlated angiogenic response in livers from affected patients
by assessing, through qPCR, gene expression of the molecular axis hypoxia-inducible factor
(HIF)-1o and HIF-2a and vascular endothelial growth factor A (VEGFA)/VEGF receptors
(VEGFRs) VEGFR1 and VEGFR2. Liver biopsy specimens collected at exploratory
laparotomy of age-matched patients with isolated, cytomegalovirus IgM-negative BA (n=32)
and intrahepatic cholestasis (IHC, n=9) were evaluated. We observed higher HIF-1o and HIF-
20, expression in BA than in IHC. Paradoxically, VEGFR2, the main target of VEGFA-
induced angiogenesis, was underexpressed in BA, and VEGFA expression was decreased in
most BA patients. Patients with the highest expression of HIFs and the lowest VEGFA and
VEGFR2 expression were essentially the same, indicating hypoxia without the necessary
angiogenesis. This finding suggests hypoxia/ischemia in the liver of these patients with BA,
reminiscent of an arteriopathy molecular profile. They included most BA patients and, except
for HIF-2a, were older and presented increased bilirubin serum levels. In the highest HIF-
2a/lowest VEGFR?2 subsets, gene expression of the cytokeratin 19, marker of cholangiocyte
phenotype, was decreased. Monocyte-chemoattractant protein 1, marker of fibrosis, was not
associated with hypoxia/ischemia. Conclusion: This study suggests that hypoxia-ischemia is
present in the livers of patients with BA, progresses over time, leads to a decreased

cholangiocyte mass, and seems to be independent of fibrosis.
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Biliary atresia (BA) is a pediatric hepatobiliary disorder characterized by bile duct obstruction
and progressive sclerosing cholangiopathy. The primary treatment for BA is
portoenterostomy, which should performed as soon as possible, since postoperative results are
affected by age®™. Additionally, the extents of fibrosis and ductular reaction have been used to
infer disease severity, and help predict postoperative outcomes®. Regardless of a timely
portoenterostomy, BA induces cirrhosis by ongoing cholangiopathy, constituting the leading
cause of pediatric liver transplantation®®. An immune disorder induced by virus appears to be
implicated in BA etiology™, but pathophysiological details are not fully elucidated. Distinct
clinical variants, such as BA-associated splenic malformation (BASM), isolated BA, cystic
BA, and cytomegalovirus IgM-positive BA, suggest distinct patterns of disease acquisition®.
Our group is interested in the putative role of an arteriopathy in BA etiology. Histology® ”,
morphometry®, arteriography®, ultrasound®®, and immunohistochemical studies®® reinforce
such a hypothesis. Evaluating hypoxia and the correlated angiogenic response in livers of
patients with BA is thus of major interest. This study aimed to assess gene expression of
hypoxia-inducible factor (HIF)-1a and HIF-2a, vascular endothelial growth factor A
(VEGFA), and its receptors (VEGFRs), VEGFR1 and VEGFR?Z2, in livers from infants with

the isolated variant of BA, comparing findings to those observed in infants with intrahepatic

cholestasis (IHC), and correlating with variables associated with disease severity.

METHODS

The study sample comprised infants with BA (n=32) and IHC (n=9) who underwent
exploratory laparotomy between 2006 and 2014. In BA group, exploratory laparotomy

preceded portoenterostomy; in IHC, it was performed to rule out this diagnosis. The causes of
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IHC encompassed idiopathic neonatal hepatitis (n=7) and alpha-1 antitrypsin deficiency
(n=2). Infants with BA had no associated extrahepatic anomalies and were IgM-negative for
cytomegalovirus. During surgery, a tissue sample was collected from hepatic segment IV,
immediately placed in a tube containing 1 mL of RNAholder (BioAgency, Brazil), and stored

at -80°C.

In the BA group, we evaluated the association between the expression of the genes of interest
and: 1) age at portoenterostomy, aiming to infer disease severity; 2) laboratory parameters
indicative of bile flow impairment, including total and direct-reacting bilirubin (TB and DB,
respectively) and gamma-glutamyl transpeptidase (GGT); and 3) gene expression in the liver
of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1), a marker of biliary fibrosis"?, and
cytokeratin 19 (CK19), a marker of cholangiocyte phenotype. Blood samples were also

prospectively collected at portoenterostomy.

Quantitative PCR (qPCR) procedures
RNA extraction and cDNA generation

RNA was extracted from 20 mg of tissue using a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Carlsbad,
CA). Briefly, samples were macerated and the RNA extracted in accordance with
manufacturer instructions. The cDNA was generated from 2 pug of RNA using a High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), following

the manufacturer’s instructions.
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gqPCR

The qPCR was performed using TagMan® probes (shown in TABLE 1 with their
respective amplicon sizes). Annealing temperature was 60°C for every molecule. The PCR
reaction was performed using TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), in a StepOne system (Life Technologies, Carlsbad, CA). Ribosomal 18S
was chosen as normalizing gene because it is not affected by hypoxia®. Relative

quantification was calculated using the 22T method.
Statistical analysis

Quantitative variables were expressed as median (interquartile range) and categorical data
were described as absolute and relative frequencies. The Mann-Whitney U and chi-square
tests were used for between-group comparisons. Interdependence among variables was
evaluated by Spearman correlations. P-values <0.05 were considered significant. Data
processing and analysis were performed in Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corp., Redmond,
WA), PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL), and GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software, Inc., La Jolla, CA).
Ethical considerations

This study was approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research Ethics

Committee.

RESULTS
Patient profile
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Patients with BA had a median age of 65 (52-86.8) days at surgery, with no significant
difference compared to IHC. The only laboratory result that was significantly different
between groups was GGT, serum levels of which were higher in BA (P=0.003) (TABLE 2).
At portoenterostomy, 14 (43.8%) BA patients were younger than 60 days; 12 (37.5%) were
aged 61-90 days; and only 6 (18.7%) were older than 90 days. Regarding markers associated
with liver disease severity, MCP1 gene expression was higher in BA than in IHC (P=0.014).

CK19 expression was similar in both groups (TABLE 2).

Intensity of liver hypoxia in patients with biliary atresia

Gene expression of both HIF-1a and HIF-2a was higher in BA than in IHC patients (P=0.001
and P<0.001, respectively), and the lowest percentile values of both molecules in BA group
were higher than the medians of IHC (TABLE 2). HIF-1a and HIF-2a expressions were
strongly and positively correlated (rs=0.62; P<0.001), and HIF-1a expression correlated with
TB (rs=0.44; P=0.021) (TABLE 3). Figures 1a and 1b demonstrate the presence of two
distinct subsets of BA in terms of HIF-a expression, which we named the higher HIF (hiHIF)
and lower HIF (loHIF) subsets. Patients in the hiHIF subset exhibited HIF gene expression
values threefold higher than the median observed in IHC. The hiHIF-1a subset (n=20, 63% of
BA) exhibited significantly higher gene expression than loHIF-1o (P<0.001), and gene
expression in hiHIF-2a subset (n=19, 59% of BA) was higher than in loHIF-2a (P<0.001)
(TABLE 4a, 4b). Patients in the hiHIF-1o subset had a median age of 66 (58.5-86.7) days at
portoenterostomy, whereas those in the loHIF-1a were aged 51 (36.3-83.3) days (P=0.045).
Levels of both TB and DB were significantly higher in hiHIF-1o than in loHIF-1a (P=0.005
and P=0.037, respectively) (TABLE 4a). There were no differences in age or bilirubin levels

at portoenterostomy between the hiHIF-2a and loHIF-2a subsets (TABLE 4b). CK19 gene
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expression was lower in hiHIF-2a than in loHIF-2a patients (P=0.040). MCP1 was not

associated with intensity of liver hypoxia in the HIF subsets (TABLES 4a, 4b).

Angiogenic response to hypoxia

VEGFA gene expression

VEGFA gene expression seemed to be lower in BA than in IHC, but there was not significant
difference between the groups (FIGURE 1c). Analysis of VEGFA behavior in BA revealed
(FIGURE 1d) two distinct subsets, with lower (loVEGFA) and higher (hiVEGFA)
expression in comparison with IHC. VEGFA expression in the loVEGFA subset (n=21, 66%
of BA) was threefold lower than the median of IHC patients, with a significant difference in
relation to IHC (P<0.001). The median age at portoenterostomy was 66 (59-88) days in
loVEGFA patients, versus 48 (34-69) days in hiVEGFA (P=0.016) (TABLE 4c). Only 28.6%
of the loVEGFA patients were less than 60 days old at portoenterostomy, versus 72.7% of the
hiVEGFA infants (P=0.027). Both TB and DB were significantly increased in the loVEGFA
subset as compared with hiVEGFA (P=0.001 and P=0.012, respectively) (TABLE 4c).
Regarding molecular markers of disease severity, CK19 expression was positively correlated
with VEGFA (r;=0.48, P=0.006) (TABLE 3), but there were no differences in CK19 or

MCP1 expression between loVEGFA and hiVEGFA (TABLE 4c).

Association between VEGFA and HIF expression

Strikingly, the hiHIF-1o and I0VEGFA subsets included essentially the same patients: only
one infant in the loVEGFA subset was not included in hiHIF-1a (FIGURE 2). VEGFA

expression correlated negatively with HIF-1a (rs=-0.62; P<0.001) and HIF-2a. (rs=-0.40;
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P=0.022) (TABLE 3). In the loVEGFA subset, HIF-1o and HIF-2a gene expression was

significantly higher than in hiVEGFA (P<0.001 and P=0.004, respectively) (TABLE 4c).

Gene expression of VEGFA receptors

VEGFR1 expression was not significantly different between the BA and IHC groups
(FIGURE 1e). VEGFR1 expression exhibited strong positive correlations with expression of
VEGFA (r,=0.81, P<0.001) and VEGFR?2 (r;=0.71, P<0.001) (TABLE 3). In the loVEGFA
subset, VEGFR1 expression was lower than in hiVEGFA (P<0.001) (TABLE 4c). Regarding
variables associated with disease severity at portoenterostomy, VEGFR1 expression
correlated negatively with TB (r;=-0.53, P=0.005) and DB (r;=-0.5, P=0.008), and positively
with MCP1 expression (rs=0.53; P=0.002) (TABLE 3). VEGFR2 expression was
significantly lower in BA than in IHC (P<0.001) (FIGURE 1f). VEGFR2 expression
presented a strong positive correlation with VEGFA expression (rs=0.62, P<0.001) and a
negative correlation with HIF-1a expression (rs=-0.47, P=0.007) (TABLE 3). Figure 1f
demonstrates the existence of two distinct subsets of BA patients in terms of VEGFR2
expression: one featuring higher expression (hiVEGFR2) and one with lower expression
(loVEGFR2). The loVEGFR2 subset (n=23, 72% of BA) presented VEGFR2 gene expression
levels threefold lower than the median levels of IHC patients. Two patients (8.7%) of the
loVEGFR?2 subset did not belong to IoVEGFA, and three patients (13%) did not belong to
hiHIF-1a (FIGURE 2). VEGFR2 expression correlated negatively with age (rs=-0.52,
P=0.002), TB (rs=-0.54; P=0.004), and DB (r,=-0.58, P=0.001) (TABLE 3). Patients in the
IoVEGFR2 subset had a median age of 66 (56-88) days at portoenterostomy, versus 45 (33—
80.5) days in hiVEGFR2 (P=0.040). Furthermore, patients in the loVEGFR2 subset exhibited
increased TB and DB levels compared to hiVEGFR2 (P=0.014 and P=0.043, respectively)

(TABLE 4d). Regarding molecular markers of disease severity, CK19 expression was lower
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in the loVEGFR2 subset than in the hiVEGFR2 (P=0.020). MCP1 gene expression did not

differ between VEGFR2 subsets (TABLE 4d).

DISCUSSION

Inadequate cellular access to oxygen is a crucial component of many diseases. Local hypoxia
can result from ischemia secondary to a blockade of tissue blood supply, causing a shortage of
oxygen required for cell metabolism™?. HIFs are heterodimeric transcription factors critical to
oxygen homeostasis. Levels of HIF-1a and HIF-2a are downregulated in normoxic cells, but
increase during hypoxia™, when they translocate to the nucleus and induce transcription of
hypoxia-inducible genes™®. They play a central role in diseases characterized by hypoxia-

(18)

ischemia™. Their overexpression generally results in increased transcription of VEGFA®®),

whose signaling represents the rate-limiting step to angiogenesis*®.

This study evaluated gene expression of HIF-1a, HIF-2a, VEGFA, VEGFR1, and VEGFR2
in liver tissue from infants with BA and from age-matched IHC patients. We selected a
homogeneous sample of BA patients in terms of clinical variants and cytomegalovirus
serology. BA and IHC patients exhibited a similar cholangiocyte mass, as assessed by CK19

expression, but BA patients had a greater intensity of fibrosis as evaluated by MCP1??,

Hepatic artery medial thickening (MT) has been reported in livers from BA patients®, and Ho
et al.”) proposed that it is indicative of an arteriopathy. Our group confirmed by morphometry
that progressive MT occurs in BA®. Hepatic arteriopathy could lead to derangement of the

whole biliary tree, as the bile ducts are nourished exclusively by hepatic artery branches
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through the peribiliary vascular plexus (PVP), and inadequate arterial blood flow leads to

ischemic cholangiopathy Y.

Hypoxia induces liver fibrosis. The markedly increased HIF expression we observed in BA
may be attributable to the degree of disease severity, since MCP1 expression was higher in
BA (TABLE 2). In the bile duct ligation (BDL) model, HIF-1a is activated early in liver

cells, inducing fibrosis®?.

In the hypoxic liver, HIF-2a is expressed to a lesser extent than HIF-1a.? In this study, HIF-
1o and HIF-2a expressions were strongly correlated (TABLE 3), and, when categorizing BA
patients in relation to HIF expression subsets, we observed that the hiHIF-1o and hiHIF-2a

subsets comprised virtually the same patients (FIGURE 2).

VEGFA participates in the response to hypoxia whenever induced by HIFs®®. Cirrhosis
features increased expression of VEGFA, which induces angiogenesis, and VEGFA receptor

blockade suppresses angiogenesis and associated fibrogenesis®.

In this study, at first glance, BA and IHC did not present difference regarding VEGFA gene
expression (FIGURE 1c). However, analysis of data distribution in the BA group evinced
two distinct patient subsets, IoVEGFA and hiVEGFA (FIGURE 1d). Additionally, the
IoVEGFA subset included virtually the same patients as the hiHIF-1a and hiHIF-2a, with the
most intense liver hypoxia (FIGURE 2). VEGFA was found to be negatively correlated with
both HIF-1a and HIF-2a gene expression (TABLE 3). VEGFR2 expression behaved
similarly to VEGFA: loVEGFR2 corresponded to the loVEGFA, hiHIF-1a, and hiHIF-2a
subsets (FIGURE 1f, FIGURE 2). Increased hypoxia in the presence of VEGFA and
VEGFR2 blockade suggests hepatobiliary ischemia, as the required angiogenic response to

oxygen deprivation cannot be mounted. The hiHIF-1a/hiHIF-20/loOVEGFA/IOVEGFR2
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subsets (FIGURE 2), therefore, may represent a hypoxic/ischemic form of BA (HIBA).
HIBA features a molecular pattern of arteriopathy observed in other systems, such as
pulmonary arterial hypertension (PAH) and peripheral artery disease, both of which present
with decreased VEGFA tissue levels®®. One feature of PAH is an arteriole MT similar to that
observed in BA®"). Blood flow abnormalities associated with secondary triggers, including
inflammation, genetic predisposition, drugs and toxins are crucial for PAH development®”:2®)
and one animal model of PAH consists of blocking VEGFA expression through treatment

with the VEGF-R antagonist/tyrosine kinase inhibitor semaxanib in the presence of

hypoxia®.

We focused on arterial vessels because, in a previous study of VEGFA immunolocalization in
livers from patients with BA at portoenterostomy and transplantation®®, we observed in
explants a lobular pattern of VEGFA positivity characteristic of cirrhosis®”, while at
portoenterostomy, we detected VEGFA in portal structures, such as arterial walls and bile
ducts, suggesting a reduction in blood supply by the PVP similar to that seen in the animal
model of complete arterial blood deprivation to bile ducts®Y. At the porta hepatis, VEGFA
positivity was detected in artery branches and biliary remnants. Interestingly, by
immunohistochemistry VEGFR2 was virtually absent in livers with BA®Y, agreeing with the
depressed VEGFR2 gene expression of BA patients observed in the present study. In turn,
VEGFR1 positivity rates were similar to those observed in IHC™. In the present study,
VEGFR1 expression correlated positively with VEGFA and VEGFR2 (TABLE 3), but did
not differ in the BA and IHC groups (FIGURE 1e). While VEGFR2 is induced in long-
lasting hypoxic situations, such as ischemia®, VEGFR1 is not primarily a pro-angiogenic

effector, but rather acts as a positive regulator of inflammation and carcinogenesis by
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influencing macrophage activity®®. The similar VEGFR1 expression in BA and IHC may

reflect the inflammatory process common to both diseases.

Besides its role in angiogenesis, VEGFA regulates cholangiocyte proliferation.
Cholangiocytes express VEGFA and VEGFR2 but not VEGFR1 mRNA, and secrete VEGFA
protein(34). In the BDL model, there is increased VEGFA secretion, which autocrinally
induces cholangiocyte proliferation, followed by PVP proliferation to irrigate neoductules®®.
In turn, in the animal model of BDL plus hepatic artery ligation (BDL+HAL), the observed
features are: effacement of PVP, increased apoptosis and decreased proliferation of
cholangiocytes, decreased secretin-induced bile flow, and reduced secretion of VEGFA by
cholangiocytes. Administration of recombinant VEGFA to animals subjected to BDL+HAL
prevents development of HAL-related biliary disorder by maintaining PVP integrity and
enabling cholangiocyte proliferation®®. The decreased VEGFA gene expression observed in
BA patients in the present study appears similar to the features induced by BDL+HAL,
perhaps representing the effect of PVP disruption associated with bile duct obstruction. Most
of the BA patients in our study shared the HIBA molecular profile (hiHIF-1a/hiHIF-
20/lo0VEGFA/IoVEGFR?2) (FIGURE 2), with minimal variation in which patients belonged
to each of these subsets. The frequency of HIBA ranged from 59% of the BA group for
hiHIF-2a to 72% for loVEGFR2, and the loVEGFR2 subset included all patients that
composed the other HIBA subsets. The HIBA subsets apparently represented the same
hypoxic/ischemic process, exhibiting similar features. Every one of these subsets, except
hiHIF-2a, included older infants presenting with the most elevated TB and DB levels at
portoenterostomy, suggesting that this hypoxic/ischemic process affects all or nearly all BA
patients over time, at least in the isolated variant of BA, and contributes to bile flow

impairment. Uflacker & Pariente® conducted an arteriographic evaluation of the livers of 46
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children with BA and observed, in every patient, enlarged hepatic arteries with encasement,
strictures, dilatation, and angulation, as well as imaging findings suggestive of peripheral
occlusion. Vascular “tuft-like” blush surrounding occluded peripheral arteries was observed in
82% of patients, apparently representing arterial-portal connections within portal tracts.
Interestingly, VEGFR2 blockade causes sprouting defects during vessel formation®®. All of
these findings suggest that a chronic, progressive ischemic process, with associated vascular

disruption, is implicated in BA.

Unlike the other HIBA subsets, hiHIF-2a showed no associations with age, TB, or DB at
portoenterostomy (TABLE 4b). HIF-1a and HIF-2a show some overlap between their target
genes®”, and during embryogenesis, they offset one another in response to hypoxia. In adult
angiogenesis, they display different roles: HIF-2a is triggered in chronic adaptation to
hypoxia, while HIF-1a activity is amplified in the presence of acute hypoxia®® . In this
study, the behavior of the hiHIF-2a subset, unrelated to age and bile flow impairment, may
represent a nonspecific hypoxic response to chronic liver disease, while hiHIF-1o behavior
may arise from an additional hypoxic aggression developing over time and impairing bile

flow, such as a superimposed vascular disruption.

We assessed gene expression of CK19 and MCP1 in an attempt to analyze the effect of
hypoxia/ischemia on liver disease severity. CK19 is used to assess severity of liver disease
and fibrosis deposition in some hepatic disorders“® Y. In the present study, CK19 gene
expression was lower in the hiHIF-2a. and loVEGFR2 subsets. It was positively correlated
with VEGFA expression, but no difference in CK19 was observed between the hiVEGFA and

lIoVEGFA subsets.
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Cholangiocytes and the PVP share interrelated behaviors. In the BDL model, they proliferate
together®, while in BDL+HAL, PVP effacement induces hypoxic/ischemic injury of the
biliary tree, resulting in decreased proliferation and increased apoptosis of cholangiocytes®®.
The lower CK19 expression observed in HIBA subsets probably represents a decrease in
cholangiocyte mass, prompted by increased apoptosis and decreased proliferation of these
cells. In the long run, BA represents a vanishing biliary disorder?, and the reduced CK19
expression and hypoxia/ischemia we observed in patients with this condition suggests that

bile duct disappearance in BA is the result of an ischemic cholangiopathy.

MCP1 is associated with biliary fibrosis“?. Thus, it was surprising that, in patients with BA,
MCP1 was not associated with expression of any of the studied molecules, except for a
positive correlation with VEGFR1 (TABLE 3), which acts more on induction inflammation
and fibrosis than on angiogenesis®®. The absence of a correlation between MCP1 and the
other studied molecules suggests that the bulk of hypoxia/ischemia in BA is not dependent

merely on fibrosis.

Finally, we considered whether decreased VEGFA-VEGFR2 expression in BA could have a
protective role, since modulation of these molecules is a proposed treatment for liver
diseases®). Recent studies have shown that blocking VEGFA expression in fact aggravates
liver fibrosis** *®). In an animal model of BDL followed by bile flow surgical
decompression(46), VEGFA neutralization impaired resolution of fibrosis by decreasing
sinusoidal permeability and precluding recruitment and infiltration of monocytes to fibrous
tissues, which is a crucial mechanism for fibrosis reabsorption. The decreased VEGFA and
VEFGR-2 gene expression observed in BA patients in the present study does not imply a
protective role against liver impairment; conversely, it seems to be associated with worsening

disease™”,
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This is a single center study evaluating a limited amount of patients, and the molecular
analysis is restricted to the determination of steady-state mMRNA levels of seven selected
genes. Additional steps of investigation were not feasible due to technical limitations,
including the amount of liver tissue for protein expression and immunohistochemistry studies.
It is eventually necessary to elucidate in larger samples: the protein expression of molecules
involved with hypoxia; the involvement of inflammatory cells, including macrophages, of
angiogenic pathways alternative to VEGFA and VEGFR2, such as those involving other
tyrosine kinase receptors®, and the participation of the signaling by other molecules such as

Notch and Hedgehog“?.

In conclusion, this study suggests a role for hypoxia-ischemia in the development of the
isolated BA variant, describing a gene expression profile reminiscent of an arteriopathy in the
affected patients, similar to the animal model of bile duct plus hepatic artery ligation.
Hypoxia-ischemia in BA seems to evolve over time, lead to a decreasing cholangiocyte mass

and to be independent of fibrosis.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Gene expression of the studied molecules in patients with biliary atresia (BA) and in
patients with intrahepatic cholestasis (IHC). Between-group differences in gene expression
were as follows: a) HIF-1a: P=0.001; b) HIF-2a: P<0.001; c) VEGFA: P=0.060; d)
specifically, loVEGFA vs. IHC: P<0.001; e) VEGFR1: P= 0.086; and f) VEGFR2: P<0.001.
Data expressed as median (interquartile range), Mann—-Whitney U test. Abbreviations: HIF,
hypoxia inducible factor; VEGFA, vascular endothelial growth factor A; VEGFR, VEGF

receptor; loVEGF, subset of BA patients with lower VEGFA expression.

Fig. 2. Venn diagram showing the interrelation between hypoxic/ischemic biliary atresia
(HIBA) subsets. All patients from the HIBA subsets were included in the lower VEGFR2
(loVEGFR?2) subset (n=23, 72% of BA). Seventeen patients (53% of BA) were included in all
HIBA subsets. Abbreviations: lo, subset of BA patients with lower gene expression; hi, subset
of BA patients with higher gene expression; HIF, hypoxia-inducible factor; VEGFA, vascular

endothelial growth factor A; VEGFR, vascular endothelial receptor.
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TABLE 1- Probes used in this study

| Molecules Probes Size (pb) |
HIFla Hs00153153 ml 76

HIF2a Hs01026149 m1l 70

VEGFA Hs00900055 m1 59
VEGFR1 Hs01052961 m1l 72
VEGFR2 Hs00911700_m1 83

CK19 Hs00761767_s1 116

MCP1 Hs00234140 m1l 101

18S Hs01026310 _m1l 71

Abbreviations: HIF- hypoxia inducible factor; VEGFA- vascular
endothelial growth factor A; VEGFR- vascular endothelial
growth factor receptor; CK19- cytokeratin 19; MCP1- monocyte
chemoattractant protein 1; 18S- ribossomal RNA.

TABLE 2- Comparison of biliary atresia and intrahepatic cholestasis regarding
variables under study

VARIABLES BA IHC p
(n=32) (n=9)
Median (P25- P75) Median (P25- P75)

HIF-1a 32(09-42) 08 (0.6—2.0) 0.001
HIF-20 36 (L4 4.2) 1.1(0.9-1.1) <0.001
VEGFA 0.2 (02— 1.1) 1.0 (0.9-1.1) 0.060
VEGFR1 0.7 (0.6-1.1) 0.9 (0.8-1.2) 0.086
VEGFR? 0.2 (0.2-0.7) 1.1 (0.9-1.3) <0.001
MCP1 1.7 (1.2-2.5) 0.9 (0.9-1.5) 0.014
CK19 1.7 (0.6-4.2) 1(0.6-1.8) 0.327
ﬁff)EP (days of 65 (52-86.8) 67(52.5- 89) 0.571
TB (mg/dL) 9.5 (7-11.6) 9.2 (3.9-15.7) 0.835
DB (mg/dL) 6.6 (5.2-8.6) 6.4 (2.9-11.9) 0.959
GGT (U/L) 853 (622-1280) 368 (145-703) 0.003

Statistics- Mann-Whitney test. Abbreviations: BA- biliary atresia; IHC- Intrahepatic
Cholestasis; HIF- hypoxia inducible factor; VEGF- vascular endothelial growth factor;
VEGFR- vascular endothelial growth factor receptor; MCP-monocyte chemotactic protein;
CK- cytokeratin; AGEP- age at procedure; TB- total bilirubin; DB- direct-reacting bilirubin;
GGT- gamma-glutamil transpeptidase.
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TABLE 3 - Correlation among variables under study considering biliary atresia patients

HIF-la | HIF2¢ | VEGFA | VEGFRL | VEGFR2 | MCPL | CK19 TB DB
0.62 -
HIF2a | o0
0.62 0,40 -
VEGFA | <0001) | (0.022)
0.39 0.18 0.81 -
VEGFRL | 0029) | (0.330) | (<0.001)
047 ~320 0.62 071 -
VEGFRZ | 0007) | (0074) | (<0.001) | (<0.001)
0.29 0.25 0.26 053 0.39 -
MCPL | 0098) | (0.177) | (0.146) | (0.002) | (0.024)
015 036 0.48 0.35 0.01 0.09 -
CKI9 | (0414) | (0026) | (0006) | (0.048) | (0.975) | (0.644)
0.44 0.18 051 053 054 0.18 0.21 -
T8 0.021) | (0.384) | (0.007) | (0.005) | (0.004) | (0.358) | (0.286)
0.26 0.01 042 050 058 020 0.28 0.91 -
DB 0.179) | (0.983) | (0.031) | (0.008) | (0001 | (0315) | (0.164) | (<0.001)
0.33 0.04 0.22 0.29 052 20.09 0.19 049 047
AGEP 1 0070) | (0850) | (0232) | (0102 | (0002) | (0621) | (0285) | (0.009) | (0.013)

Statistics based on Spearman correlation. Data are presented as the Spearman correlation coefficient and its statistical significance (within
parentheses). Empty cells represent correlations displayed at the complementary sites of the table. (-) means correlation of one parameter
with itself. Abbreviations: HIF- hypoxia inducible factor; VEGF- vascular endothelial growth factor; VEGFR- vascular endothelial growth
factor receptor; MCP-monocyte chemotactic protein; CK- cytokeratin; TB- total bilirubin; DB- direct-reacting bilirubin; AGEP- age at

portoenterostomy.
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TABLE 4- Comparison of biliary atresia subsets

VARIABLES 4a- HIF-1a p
hi HIF-1a lo HIF-1a
(n=20) (n=12)
Median (P25- P75) Median (P25- P75)
HIF-1a 3.7 (3.3-4.4) 0.8 (0.8-1.1) <0.001
HIF-2a 3.9 (3.4-43) 1.3(1.2-2.1) 0.003
VEGFA 0.2 (0.2-0.3) 1.2 (1.1-1.4) <0.001
VEGF R1 0.6 (0.6 —0.7) 1.2 (1-1.5) <0.001
VEGF R2 0.2 (0.1-0.2) 0.9 (0.3-1.1) <0.001
MCP 1 16(1.2-23) 22(1-338) 0.669
CK 19 1(0.5-3.6) 3.8(1.3-9.7) 0.056
AGEP (days of life) 66 (58.5 —86.7) 51 (36.3 —83.3) 0.045
TB (mg/dL) 10 (8.3-12.7) 6.9(54-9.2) 0.005
DB (mg/dL) 6.8 (5.8 -9.3) 54(43-7) 0.037
GGT (U/L) 731 (590.5 — 1246) 840 (576.5 — 1399) 1.000
4b- HIF-2a.
hi HIF-2a lo HIF-2a
(n=19) (n=13)
Median (P25- P75) Median (P25- P75)
HIF-1a 3.8(3.4-4.4) 1.1 (0.8-2.2) <0.001
HIF-2a 4.0 (3.7-4.3) 1.3 (1.2-1.9) <0.001
VEGFA 0.2 (0.1-0.3) 1.2(0.2-1.4) 0.001
VEGFR1 0.7 (0.6 -0.8) 1.1 (0.6-1.4) 0.074
VEGFR2 0.2 (0.1-0.2) 0.9 (0.1-1.1) 0.020
MCP1 1.7 (1.4-2.4) 1.6 (0.7 -3.4) 0.347
CK19 0.9(0.5-2.3) 38(1.3-7.9) 0.040
AGEP (days of life) 65 (56 — 75) 69 (38.5-92.5) 0.744
TB (mg/dL) 9.8(7.4-12.7) 8(5.4-102) 0.071
DB (mg/dL) 6.6 (5.4-9.3) 6.1(43-7.7) 0.237
GGT (U/L) 714 (584.5 - 1182) 1030.5 (576.5 — 1399) 0.366
4c- VEGFA
lo VEGFA hi VEGFA
(n=21) (n=11)
Median (P25- P75) Median (P25- P75)
HIF-1a 3.6 (3.2-4.4) 0.8 (0.8-1.1) <0.001
HIF-2a 3.8(3.4-4.3) 1.3(1.2-1.7) 0.004
VEGFA 0.2 (0.2-0.2) 1.2 (1.1-1.4) <0.001
VEGFR1 0.6 (0.5-0.7) 1.2 (1.1-1.5) <0.001
VEGFR2 0.2 (0.1-0.2) 0.9 (0.7-1.1) <0.001
MCP1 16(1.1-2.2) 22(1.3-42) 0.307
CK19 1.2 (0.5-4.1) 3.8(1.3-4.6) 0.168
AGEP (days of life) 66 (59-88) 48(34-69) 0.016
TB (mg/dL) 10.2 (8.6 — 12.6) 6.7 (5.2-8) 0.001
DB (mg/dL) 6.9 (5.9-9.1) 5.3 (4.2-6.1) 0.012
GGT (U/L) 726 (547 — 1229) 1001 (621 — 1459) 0.631
4d- VEGFR2
lo VEGFR2 hi VEGFR2
(n=23) (n=9)
Median (P25- P75) Median (P25- P75)
HIF-1a 3.6 (3.2-4.3) 0.7 (0.8-1.1) <0.001
HIF-2a 3.9 (3.4-4.3) 1.2 (1.2-1.4) <0.001
VEGFA 0.2 (0.2-0.3) 1.2 (1.1-1.4) <0.001
VEGFR1 0.6 (0.6 —0.7) 1.3(1-1.7) <0.001
VEGFR2 0.2 (0.1-0.2) 0.9 (0.8-1.2) <0.001
MCP1 1.6 (1.2-23) 2.2 (1.3-4.4) 0.249
CK19 0.9 (0.5-3.9) 38(21-79) 0.020
AGEP (days of life) 66 (56 — 88) 45 (33-80.5) 0.040
TB (mg/dL) 9.9 (7.6 —12.3) 6.7 (4.7-8.6) 0.014
DB (mg/dL) 6.8 (5.5-8.9) 4.4 (4-6.6) 0.043
GGT (U/L) 717.5 (565.7 — 1197) 1060 (620 — 1579) 0.268

Statistics- Mann-Whitney test. Abbreviations: lo- lower; hi- higher; HIF- hypoxia inducible factor; VEGF- vascular endothelial
growth factor; VEGFR- vascular endothelial growth factor receptor; MCP-monocyte chemotactic protein; CK- cytokeratin;
AGEP- age at portoenterostomy ; TB- total bilirubin; DB- direct-reacting bilirubin; GGT- gamma-glutamil transpeptidase.



8. CONCLUSOES

A expressdo génica de HIF-1o e HIF-2a foi maior nos pacientes com AB em relacéo
aos lactentes com CIH.

A expressdo génica de HIF-1a ndo se correlacionou com nenhuma das variaveis
associadas a gravidade da doenca, que afetam o prognostico pos-portoenterostomia,
incluindo idade por ocasido da portoenterostomia, extensdo da reacdo ductular e a
extensédo da fibrose.

Né&o foi observada uma relacao entre a expressao génica de HIF-1a com a REDL.

A expressdo génica de HIF-2a correlacinou-Se negativamente com a expressao de
CK19.

A expressao génica de HIF-2a ndo se correlacionou com a REDL.

Apenas a expressdo génica de HIF-1a correlacionou-se positivamente com 0s niveis
de BT.

Né&o foi observado uma associacao entre a expressao génica de HIF-1a e HIF-2a com
a sobrevida do figado nativo em 2 anos do p6s-operatdrio da portoenterostomia.
Pacientes com hiHIF-1a. eram mais velhos por ocasido da portoenterostomia e
apresentaram niveis mais altos de BT e BD.

Pacientes com loHIF-2a apresentaram niveis de expressdo mais elevados de CK19.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido a etiologia da AB ainda ndo estar totalmente elucidada e o fato de termos
observado, a nivel molecular, hipoxia no tecido hepatico destes pacientes, se faz necessario
outras técninas com o objetivo de confirmar estes achados. Além disso, sdo necessarias mais
pesquisas para elucidar o envolvimento de células inflamatdrias, incluindo os macrofagos,
bem como de outras vias angiogénicas alternativas. O estudo de outras vias alternativas que
confirmem este processo hipdxico/isquémico pode ajudar a incrementar a compreensao

tedrica da patogenia desta doenca.
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ANEXQOS

Anexo | - Termo de Compromisso para Utilizacdo de Material Bioldgico e

Informactes Associadas

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos
pacientes cujos materiais biologicos estdo mantidos em biorepositérios, bem como de suas
respectivas informac@es associadas, contidas em prontuérios e bases de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informacdes serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para execuc¢do do presente projeto. As informagdes somente poderdo
ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, de de 20 .

Nome dos Pesquisadores Assinatura
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Anexo Il - Alerta Amarelo

ALERTA AMARELO

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

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

- O recém-nascido que persistir com ictericia com idade igual ou maior

que 14 dias deve ser avaliado do ponto de vista clinico (global e

coloragao das fezes e urina) e laboratorial (bilirrubinas).

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

A COLESTASE NEONATAL E UMA URGENCIA EM PEDIATRIA!

Departamento Cientifico de ﬁé )

Gastroenterologia Pediatrica
SBP -t
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APENDICE

Apéndice | — Material Suplementar

Os dados apresentados a seguir ndo constam no artigo original.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do Estudo

O estudo proposto é uma coorte de série de casos controlado, avaliando material
histolégico coletado por ocasido da laparotomia exploratoria, e guardado tanto sob
ultracongelacdo quanto parafinizado de pacientes com AB e com CIH. Os responsaveis pelas
criancas, cujo material biolégico foi analisado neste estudo, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) permitindo sua analise na pesquisa. (APENDICE

1)

Critérios de Inclusao

Colestase neonatal, por ocasido da laparotomia exploratdria;

Idade de no méaximo 120 dias de vida;

e AB sem malformaces extra-hepaticas associadas, e sem IgM positivo para CMV no

SOro;

e Presenca de tecido ultracongelado no banco de tecidos do Laboratorio Experimental

de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG).
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Critérios de Exclusao

N&o consentimento dos pais ou responsaveis através do TCLE;

Nutricdo Parenteral Total;

Infeccdo Aguda;

Material insuficiente para as analises.

Variaveis em estudo

e Expressao génica de HIF-1a e HIF-2a
e Variaveis associadas com a gravidade da AB:

o ldade por ocasido da portoenterostomia.

o Variaveis laboratoriais indicativas do grau de obstrucdo biliar por ocasido da

portoenterostomia: BT, BD, GGT.
o Variaveis avaliadas por método morfométrico:
= Areade PCK7.
= Extensdo do deposito de colageno.
o Varidveis avaliadas por analise molecular (expresséo génica):
= MCP1 (grau de fibrogénese biliar);

= CK19 (quantificacdo de tecido com fendtipo biliar).

e Variavel associada ao espessamento da tunica média arterial (por morfometria:

= REDL.
e Prognostico pds-portoenterostomia:

= Sobrevida do figado nativo em 2 anos.
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Avaliacbes morfométricas das variaveis histologicas

SeccOes de 5 um de espessura das amostras parafinizadas foram obtidas para a
coloragdo com hematoxilina e eosina, e picrossirius e submetidas a imunoistoquimica para

marcar citoqueratina 7 (CK7; Dako, Glostrup, Dinamarca; dilui¢do, 1:100).

Descricao do equipamento e calibracao

As imagens foram capturadas em um microscépio de pesquisa Zeiss modelo Axioskop
40 (Oberkohen, Alemanha), equipado com modulo de polarizagéo e dptica neofluar, acoplado
a videocamera Retiga 2000R (QImaging, British Columbia, Canada) e software de andlise de
imagem (Image Pro Plus 6.0, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) em microcompudador
padrdo IBM-PC. O sistema foi calibrado antes de cada sesséo através do método de Koehler
(198), calibragdo da intensidade de iluminagéo, abertura de diafragma do condensador do

microscopio e ajuste manual de branco (white balance) da videocamera.

Aquisicao de imagens

Foram obtidas até dez imagens capturadas de forma aleatéria e sequencial para evitar
sobreposicao de areas. Todas as imagens foram capturadas em 200X e gravadas em formato
TIFF sem compressdo. As imagens da microscopia foram obtidas através da aquisicdo
sequencial de imagens com ajustes de calibragdo fixos de tempos de aquisicdo da

videocamera determinados por controle por software.
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Mensuracéo das imagens — Imunoistoquimica e Picrossirius

Cada lamina teve a gama de tonalidades para diaminabenzidina previamente
selecionada por dois observadores, gravada e aplicada a cada imagem subsequente. Os

resultados foram exportados pra planilha em Excel (Microsoft, Redmond, EUA).

Calculos morfométricos

REDL

Para cada vaso, a espessura da tunica média foi calculada como a média de 6
mensuracfes da parede vascular, em micrémetros, cada uma delas obtida por uma linha
tracada na direcdo do centro do vaso e conectando um ponto localizado na interface média-
adventicia e outro situado na interface média-intima. O didmetro luminal foi calculado como a
média das medidas de comprimento de 2 linhas, cada qual tracada entre 2 pontos opostos
localizados na interface média-intima e medindo o maior e o menor didmetros. O valor de
REDL, consistindo na razdo espessura da tunica média/diametro luminal, por paciente incluiu
a média dos valores obtidos em todos os vasos analisados em 10 imagens, calculado através

do programa Microsoft Excel 2010.
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Figura 5 - Medidas de espessura da tanica média arterial e diametro luminal (200x).

Area de positividade do CK7
As areas CK7 positivas foram marcadas e a cada lamina foi feita a medida da &rea total
em micrémetros. Posteriormente foi obtida a média das medidas das 10 imagens e os valores

transformados de micrémetros para milimetros para melhor visualizagéo dos resultados.

Figura 6 - Medida da area positividade para citoqueratina 7 (200x).

108



Extensdo do depdsito de colageno (area de fibrose)

As regides de positividade para picrossirius nos espacos porta e septos fibrosos foram
selecionadas aleatoriamente, evitando a area subcapsular. Em cada lamina foi feita a medida
da area total em micrémetros e, posteriormente foi realizada a média das medidas das 10
imagens. Os valores obtidos foram transformados de micrometros para milimetros para

melhor visualizacao dos resultados.

Ta

Figura 7 - Area de positividade para fibrose. 7a- imagem picrossirius 7b- imagem

marcada (200x).

Anélise do prognostico pos-portoenterostomia

O prognéstico poés-portoenterostomia foi analisado segundo o desfecho sobrevida do
figado nativo em 2 anos, analisada segundo a ocorréncia ou nao de 6bito e/ou TxH. Os dados
clinicos foram coletados pelos autores do estudo através de revisdo do Banco de Dados
Clinicos do Setor de Hepatologia Pediatrica do Servi¢o de Pediatria do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA).
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Locais

A andlise do material hepatico foi realizada, na sua maioria, no LEHG, e teve como
locais de apoio a Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas (UAMP), Laboratério de
Patologia do Centro de Pesquisas Experimental do HCPA e o Centro de Terapia Génica
(CTG) do Centro de Pesquisa do HCPA. O Setor de Hepatologia Pediatrica do Servico de
Pediatria do HCPA disponibilizou o Banco de Dados dos pacientes em estudo. As analises
morfométricas foram realizadas no Servigo de Patologia Clinica do Hospital S&o Lucas da

Pontifica Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

Aspectos Eticos

O projeto Arteriopatia na Atresia Biliar, no qual se insere este estudo, j& foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do GPPG do HCPA (projeto 07-479). Devido a utilizacio
dos prontuérios dos pacientes, o Termo de Compromisso para Utilizacdo de Material
Bioldgico e InformacBes Associadas foi preenchido (ANEXO ). Em relacdo ao material
armazenado no Banco de Tecidos foi preenchido o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido pelos responséaveis dos pacientes (APENDICE Il). Este projeto esta de acordo
com a Resolucdo 466/2012 das Boas Préaticas Clinicas do Conselho Nacional de Saude
envolvendo Seres Humanos. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do

HCPA sob o nimero 13-0030 e pela Plataforma Brasil.
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RESULTADOS

Variaveis avaliadas por estudo morfométrico

Quanto as mensuragdes morfométricas, a mediana da area de colageno foi de 40 (20,5
-58,9) nos pacientes com AB, maior do que no grupo com CIH 2,7 (2,6 — 11,6), com
diferenca significativa (P<0,001). A area de PCK7 foi de 9,2 (4,6 — 17,8) nos pacientes com
AB, maior que os valores observados nos pacientes com CIH de 2,5 (1,6 — 6,4) (P=0,006). A

REDL nédo apresentou diferenca estatistica entre os grupos. (Tabela 3)

Tabela 3 - Comparacdo entre atresia biliar e colestase intra-hepatica em relacédo as

variaveis em estudo

VARIAVEIS AB CIH
(n=32) (n=9) P
Mediana (P25- P75)  Mediana (P25- P75)

Area de colageno (mm) 40 (20,5 - 58,9) 2,7 (2,6 - 11,6) <0,001
Area de PCK7 (mm) 9,2 (4,6 - 17,8) 2,5 (1,6 -6,4) 0,006
REDL (um) 0,6 (0,4-0,8) 0,6 (0,6 - 0,8) 0,402

Estatistica- Teste de Mann-Whitney. Abreviaturas: AB: atresia biliar; CIH: colestase intra-
hepatica; PCK: positividade de citoqueratina; REDL: razdo da espessura da tGnica média

arterial/diametro luminal.
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Tabela 4 — Correlacéo entre as variaveis em estudo considerando pacientes com atresia
biliar
Area
Variaveis HIF- Areade  de
HIF-la 20 MCP1 CK19 Idade BT BD GGT Colageno PCK7
Areade -006 025 009 023 -014 -001 -014 -031 -
Colageno (0,774) (0,273) (0,669) (0,294) (0,522) (0,964) (0,537) (0,164)
Area de 0,12 009 031 045 039 015 0,17 0,16 0,28 -
PCK7  (0,597) (0,687) (0,167) (0,038) (0,073) (0,509) (0,436) (0,474) (0,220)
REDL -0,19 -019 o017 -011 -03% -043 -0,52 0,34 0,27 -0,08
(0,351) (0,356) (0,439) (0,595) (0,091) (0,036) (0,009) (0,099) (0,224) (0,726)
Estatistica: Correlacdo de Spearman. Em cada célula, os dados sdo apresentados pela
correlacdo de Spearman e sua significancia estatistica (parénteses). (-) correlacdo do

parametro com ele mesmo. Abreviaturas: HIF: fator induzido por hipdxia; MCP: proteina

quimiotatica de mondcitos; PCK: positividade de citoqueratina; BT: bilirrubina total; BD:

bilirrubina direta; GGT: gama glutamil transferase; REDL: razdo da espessura da tdnica

média arterial/diametro luminal.

Nenhuma correlacdo adicional foi observada com o comportamento de varidveis

associadas a gravidade da doenca, incluindo as medidas morfométricas areas de colageno e

area de PCK7. REDL também ndo apresentou relacdo com a expressao génica de HIF-1a ou

HIF-2a. (Tabela 4)
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Marcadores de gravidade da doenca

Os demais marcadores de gravidade da doenca, avaliadas por analise morfométrica
(extensdes da fibrose e da reacdo ductular, e REDL) ndo apresentaram diferencas nos

subgrupos de HIFs. (Tabela 5a e 5b)

Tabela 5 - Comparacao entre os subgrupos de atresia biliar

5a- HIF-1a
VARIAVEIS hi HIF-1a lo HIF-1a P
(n=20) (n=12)
Mediana (P25- P75) Mediana (P25- P75)
HIF-1a 3,7(3,3-4,4) 0,8(0,8-1,1) <0,001
HIF-2a 39(13,4-43) 1,3(1,2-211) 0,003
Area de colageno (mm) 36,5 (1,6 - 12,7) 40,0 (28,1 - 58,9) 0,644
Area de PCK7 (mm) 9,9 (4,5-18,0) 8,5(5,3-19,3) 0,664
REDL (um) 0,50 (0,3-0,7) 0,5(0,4-0,9) 0,253
5b- HIF-2a
hi HIF-2a lo HIF-2a
(n=19) (n=13)
Mediana (P25- P75) Mediana (P25- P75)
HIF-1a 3,8(3,4-4,4) 1,1(0,8-2,2) <0,001
HIF-2a 4,0 (3,7-4,3) 1,3(1,2-1,9) <0,001
Area de colageno (mm) 37,9 (19,1 - 149,1) 40,0 (20,5 - 49,7) 0,742
Area de PCK7 (mm) 9,6 (4,9-16,9) 8,8 (4,4 -22,3) 0,843
REDL (um) 0,4(0,3-0,7) 0,5(0,4-0,9) 0,107

Estatistica- Teste de Mann-Whitney. Abreviaturas: AB: atresia biliar; HIF: fator induzido
por hipoxia; PCK: positividade de citoqueratina; REDL: razdo da espessura da tanica

média arterial/diametro luminal.
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Sobrevida do figado nativo em 2 anos pds portoenterostomia

Dos trinta e dois pacientes com AB avaliados, quatorze (43,8%) pacientes realizaram a
portoenterostomia antes dos 60 dias de vida, enquanto 12 (37,5%) tinham idade entre 61 - 90
dias e apenas 6 (18,8%) foram submetidos a cirurgia depois de 91 dias de vida. A sobrevida

do figado nativo, levando em consideracdo obito e/ou TxH, destes pacientes foi em torno de

50% até o final do estudo. (Figura 8)
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Figura 8 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos. Estatistica: Kaplan-Meier.

Quando avaliada a curva de sobrevida do figado nativo em 2 anos em relagcdo a

expressdo génica dos subgrupos de HIF-1a (Figura 9) e HIF-2a (Figura 10), ndo foram

observadas diferencas estatisticas.
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Figura 9 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos conforme expressdo génica de

HIF-2a. Estatistica: Kaplan-Meier.
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Figura 10 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos conforme expressdo génica de

HIF-1a. Estatistica: Kaplan-Meier.
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DISCUSSAO

O método de andlise da extensdo da deposicao de colageno marcado por picrossirius
(21) e mensurado por morfometria, utilizado neste estudo, demonstrou que 0s pacientes com
AB apresentavam maior intensidade de fibrose que os lactentes com CIH. A intensidade da
fibrogénese associa-se a gravidade da doenca hepética e estes dados eram esperados, pois a
AB apresenta um comportamento especialmente agressivo em relacéo a fibrose (129). Porém,
surpreendentemente a andlise digital da extensdo da fibrose ndo correlacionou-se com a

expressao génica dos HIFs neste estudo.

Moon et al. (2009) testaram a hipdtese de que HIF-1a é ativado no figado durante lesdo
cronica e regula a expressao de proteinas pro-fibréticas. Para tal experimento, foi utilizado um
modelo animal de LDB e verificado um acimulo de HIF-1a ap6s 3 dias da LDB indicando
hipoxia, antecendendo a instalacdo da fibrose. Os autores sugeriram que HIF-1a regula a agdo
de uma série de mediadores pro-fibréticos e, portanto, serve como o elo critico entre a lesdo
hepéatica cronica e o inicio da fibrose. E possivel que, precocemente, no momento da
portoenterostomia, a associacdo entre a expressdo do HIF e a extensdo de fibrose ainda nédo
seja evidente, vindo a ocorrer a posteriori. Por outro lado, estes dados sugerem que a maior
parte da hipdxia detectada nos pacientes com AB ndo € secundaria a extensdo da fibrose

hepatica.

Por outro lado, a area de PCK?7, avaliada por morfometria, indicadora da extensdo da
reacdo ductular, foi maior nos pacientes com AB em comparagdo a CIH. Em estudo anterior
do nosso grupo, a extensdo morfométrica da reagdo ductular, e ndo a extensdo da fibrose,

serviu para indicar a sobrevida do figado nativo em 1 ano (7). Esse dado pode ser explicado
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pelo fato de que a reacdo ductular antecede e induz a fibrogénese hepética, sendo sua maior

extensdo identificavel mais precocemente (199).

Nosso grupo esta interessado no suposto papel de uma arteriopatia no desenvolvimento
da AB, trabalhando com a hipdtese de que uma colangiopatia isquémica (8) que poderia
participar da etiologia da AB. Neste cenario, AB compreenderia um colangite esclerosante
secundaria (200). O espessamento da tinica média da artéria hepéatica nos espacos porta de
lactentes com AB foi descrito por Stowens (1963) e Brough & Bernstein (1969), enquanto Ho
et al. (1993), propuseram um espessamento medial indicando uma arteriopatia caracteristica
da doenca. Em 2005, o nosso grupo, utilizando a analise de imagem digital, confirmou a
presenca de um espessamento da tinica média da artéria hepatica, progressiva por ocasido da
portoenterostomia até o TxH, espalhando-se do porta hepatis para a periferia do 6rgéo e,
aparentemente, relacionada com o desaparecimento dos ductos biliares interlobulares (7).
Uflacker & Pariente (2004) avaliando pela arteriografia o figado de criancas com AB,
detectaram artérias com irregularidades no contorno, incluindo o revestimento, estenoses,
dilatagdo e angulagdo, e imagens sugestivas de obstrucdo periférica. Além disso, “tufos
vasculares” foram observados nos espagos porta destes pacientes. Em modelo animal
espontaneo de AB (89), observaram em cordeiros um espessamento medial dos ramos da

artéria hepatica na avaliacdo histoldgica hepatica dos animais afetados.

A presenca de uma arteriopatia pode perturbar todo o sistema hepatobiliar, ja que os
ductos biliares, paredes vasculares e nervos sdo alimentados por uma rede de ramos da artéria
hepatica chamado PVP, e do fluxo sanguineo arterial inadequada levando a colangiopatia
isquémica (8). Nosso grupo em 2011 observou a imunolocalizagdo do VEGFA e seus

receptores VEGFR1 e VEGFR2 em pacientes com AB, comparando com pacientes com CIH.
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A imunolocalizacdo do VEGFA nos pacientes com AB foi portal caracteristica, envolvendo
artérias e ductos biliares, além de expressar-se na parede arterial e nos ductos biliares
remanescentes no porta hepatis destes pacientes. Ainda, a imunolocalizacdo do VEGFA em
estruturas portais, correlacionou-se com o espessamento da tinica media arterial (11). Em
2014, nosso grupo observou uma expressdo génica aumentada das moléculas angiogénicas
angiopoietinas 1 e 2 nos pacientes com AB, além de uma correlacdo desta expressdao com a
espessura da tanica média arterial (12). No presente estudo, ndo encontramos correlacéo entre
caracteristicas moleculares de hipdxia e espessamento da tunica média em pacientes com AB,

sugerindo que os HIFs ndo afetam diretamente o espessamento da parede arterial na AB.

Na AB ha uma degradacdo progressiva do figado, sendo que a idade por ocasido da
portoenterostomia afeta os resultados pds-operatorios (1, 22, 28). Uma idade superando 60
dias de vida, segundo a maioria dos autores, pode encurtar a sobrevida do figado nativo (202,
203). Neste estudo, 14 (43,8%) pacientes com AB tinham idade inferior a 60 dias de vida,
enquanto 12 (37,5%) pacientes com idade entre 61 e 90 dias, e apenas 6 (18,8%) pacientes
tinham mais de 90 dias da vida. Estes dados representam uma melhoria em comparacdo com
os dados anteriormente obtidos por nosso grupo em relacdo ao tempo de encaminhamento de

pacientes com AB para o centro de referéncia (202, 203).

A expressdo génica dos HIFs por ocasido da portoenterostomia pareceu nao se
relacionar a sobrevida do figado nativo e isto é surpreendente, considerando os efeitos
deletérios da hipoxia cronica sobre os tecidos hepatobiliares. Isto, porém, pode se dever ao
fato de que os subgrupos de expressdo dos HIFs ndo representam variantes distintas,
estanques, de AB, mas sim que a hipdxia ocorra em todos, ou quase todos, 0s pacientes com

AB no decorrer do tempo, deteriorando de forma progressiva as estruturas biliares,
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independente do momento da desobstrucdo ao fluxo biliar. Esta explicacdo € reforcada pela
existéncia de uma relacdo entre a idade na portoenterostomia € maior ou menor expressao do

HIF-1a.

Uma das limitagdes do nosso estudo € o pequeno nimero de pacientes com AB, dada a
raridade da doenca e o fato deste trabalho ter sido realizado apenas por um centro de
referéncia. Além disso, inicialmente tinhamos como objetivo avaliar em nivel protéico
(quantificacdo por western blot da fracdo nuclear dos HIFS) e por imunoistoquimica
(expressdo nuclear das proteinas HIFS) o comportamento dos marcadores de hipoxia em
estudo. Porém, a pouca quantidade de material ultracongelado (para as analises protéicas) e as
dificuldades técnicas encontradas na imunoistoquimica impossibilitaram a realizacdo dessas

etapas adicionais de investigacdo, assim restringindo conclusdes mais definitivas.

Em concluséo, neste estudo observamos que na AB ocorre hipdxia tecidual hepatica.
A maior expressdo génica do HIF-1a, marcador de hipdxia, ocorreu em pacientes mais velhos
e com caracteristicas laboratoriais de obstrucdo biliar mais intensa. Por outro lado, o aumento
da expressdo do HIF-2a, e aparentemente do HIF-1a, associaram-se a menor expressao de
CK19, marcador de colangiécitos. Os dados sugerem a existéncia de hipoxia tecidual
progressiva nos figados afetados pela AB, associada ao desaparecimento de ductos biliares e a

piora do quadro obstrutivo biliar.

119



Apéndice Il

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Seu filho estd sendo convidado a participar de um estudo sobre ARTERIOPATIA NA
ATRESIA BILIAR E SUA RELACAO COM PROGNOSTICO POS-
PORTOENTEROSTOMIA a ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
A participacdo de seu filho neste estudo implicara na coleta de materiais biologicos que serdo
posteriormente analisados em suas diversas caracteristicas. Como ja € do seu conhecimento,
seu filho é portador do diagndstico colestase neonatal, necessitando um procedimento
cirurgico para diagnosticar Atresia Biliar.

Se vocé aceitar que seu filho participe do estudo, serd realizada uma coleta de material
durante este procedimento cirargico indicado para seu filho. A coleta sera realizada da
seguinte forma: durante o procedimento cirdrgico a que seu filho serd submetido, sob
anestesia geral, uma pequena parte do material normalmente coletado, uma amostra de figado,
sera utilizado para esta pesquisa. Este procedimento envolve alguns riscos e desconfortos, tais
como um risco potencial de sangramento no figado, embora a coleta seja realizada
independentemente desta pesquisa. Esta pequena quantidade de material coletado para a
pesquisa ndo afetard a saude do seu filho. Este estudo podera trazer algum beneficio para o
seu filho, pois estuda os processos causadores da doenca, podendo ajudar no desenvolvimento
de novos tratamentos, além de auxiliar no melhor entendimento dos mecanismos da Atresia
Biliar.

A participacdo de seu filho é voluntéaria e vocé poderad aceitar ou ndo este convite, sem
qualquer repercussdo no atendimento assistencial que ele possa estar recebendo no HCPA. Se
vocé autorizar, 0 material bioldgico coletado sera armazenado por um periodo de 10 anos.
Apos este prazo, caso ainda exista interesse em manter este material armazenado, vocé sera
novamente contatado para solicitar uma nova autorizacdo. Durante este periodo em que o
material estiver armazenado, caso exista oportunidade de que os pesquisadores utilizem esta
amostra em nova pesquisa, vocé sera contatado para ser informado sobre esta nova utilizagéo
do material e consentir novamente com o uso deste material.

Da mesma maneira como nesta pesquisa, se VOcé ndo autorizar o uso do material para novas
pesquisas, ndo havera prejuizo no atendimento assistencial de seu filho no HCPA.

Mesmo se vocé autorizar podera retirar esta sua autorizacdo, sem necessidade de justificar sua
deciséo ou repercussao no tratamento de seu filho. Isto significa que todos os dados gerados a
partir deste momento ndo mais poderdo ser utilizados pelos pesquisadores e que 0s materiais
bioldgicos ainda armazenados serdo descartados.

Todos os dados de identificacdo pessoal de vocé e de seu filho ndo serdo divulgados,

Rubrica responsavel: Rubrica pesquisador:
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permanecendo confidenciais. Os demais dados serdo utilizados para fins cientificos.

O pesquisador responsavel pela conducdo deste projeto é o Prof. Jorge Luiz dos Santos, que
pode ser contactado pelo telefone 51-33598847. Este projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que também
pode ser acessado (51-33598304) no caso de necessitar algum esclarecimento. A seguir sao
feitas algumas perguntas no sentido de verificar o que vocé esta autorizando:

1) Vocé autoriza a coleta de quais materiais bioldgicos?

Material Biol6gico a ser coletado sim nao

Tecido do figado

Tecido de vias biliares

2) Vocé deseja saber os resultados dos exames realizados com os materiais bioldgicos
coletados de seu filho? ( )Sim ( )Néo

3) Vocé autoriza 0 contato da equipe de pesquisa para solicitar o uso futuro do material
bioldgico e das informagdes associadas para outros estudos a serem realizados? ()Sim ()N&o

Eu , responsavel legal pelo paciente
, declaro que i e
compreendi as informacdes que me foram fornecidas, que as minhas ddvidas foram
esclarecidas e que uma cépia deste TCLE me foi entregue.

Assinatura:

Data: / /

Pesquisador que obteve o TCLE

Nome:

Assinatura:

Data: / /
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