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RESUMO 

 

Introdução: A atresia biliar (AB) inclui obstrução completas das vias biliares extra-

hepáticas e uma colangiopatia intra-hepática progressiva, cirrogênica. A natureza da 

colangiopatia destes processos permanece obscura. Uma arteriopatia levando a colangiopatia 

isquêmica explicaria a natureza progressiva da lesão biliar. A imunolocalização do fator de 

crescimento endotelial vascular A (VEGFA) em ramos arteriais e ductos biliares intra-

hepáticos e do porta hepatis dos pacientes com AB sugere isquemia nestas estruturas. A 

ocorrência de hipóxia hepatobiliar na AB necessita ser esclarecida. Objetivo: Determinar a 

presença de hipóxia nos fígados de pacientes com AB, analisando a expressão gênica dos 

fatores induzidos por hipóxia (HIF) -1α e -2α. Métodos: Estudo de amostras de biópsias em 

cunha coletadas na laparotomia exploradora de pacientes com AB isolada sem IgM+ para 

citomegalovírus (n= 32) comparando com lactentes com colestase intra-hepática (CIH, n= 

09), pareados por idade. Uma amostra foi ultracongelada (análise molecular) e outra, 

parafinizada (análises histológica e imunoistoquímica). Por PCRq, usando sondas TaqMan®, 

avaliaram-se as expressões gênicas de: HIF1-α, HIF2-α, proteína quimiotática de monócitos 1 

(MCP1) (marcador de fibrose biliar), citoqueratina 19 (CK19) (marcador de colangiócitos). O 

gene normalizador foi 18S ribossômico. Por morfometria, foram quantificadas as extensões de 

fibrose e reação ductular.  Dados clínico-laboratoriais foram prospectivamente coletados. 

Resultados: O grupo AB, comparado à CIH, apresentou maior expressão de HIF1-α e HIF2-

α. No grupo AB, a expressão do HIF1-α correlacionou-se positivamente com a bilirrubina 

total (BT) sérica. Dois subgrupos de AB foram detectados quanto à expressão dos HIFs: alta 

(hiHIF, expressão 3x maior que a mediana da CIH)  e baixa (loHIF). Pacientes hiHIF-1α eram 

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



 

2 

 

hiHIF-2α apresentou expressão de CK19 inferior a do loHIF-2α. As demais variáveis foram 

semelhantes nos subgrupos HIFs. Conclusão: Na AB ocorre hipóxia tecidual hepática. Os 

dados sugerem a existência de hipóxia tecidual progressiva nos fígados afetados pela AB, 

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

 

Palavras-chave: Atresia biliar; colestase intra-hepática; hipóxia; artéria hepática. 
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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) -1α and 

-2α. 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-

1α, HIF-2α, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1) (biliary fibrosis marker) and 

cytokeratin 19 (CK19) (cholangiocyte marker) were evaluated by PCRq using TaqMan® 

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-1α and HIF-2α expression in BA in comparison 

with IHC. In BA, the HIF-1α 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-1α were older and presented increased levels of TB and direct-reacting 

serum bilirubin (DB) than loHIF-1α. Patients with hiHIF-2α presented CK19 expression 
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lower than in loHIF-2α. 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A atresia biliar (AB) é uma doença que inicia exclusivamente na infância e consiste na 

obliteração completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepáticas, englobando a 

maioria dos casos de colestase neonatal (1, 2). Independente da realização de uma 

portoenterostomia para desobstrução do fluxo biliar, em condições ideais, mantém-se no 

fígado uma colangiopatia progressiva, que geralmente leva à cirrose e à necessidade de 

transplante hepático (TxH) (3), único tratamento definitivo da doença (4). A AB é a causa 

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

 A etiopatogenia da AB é desconhecida, porém, diferentes estudos têm associado a 

doença a fatores genético-cromossômicos, ambientais, anormalidades imunológicas e 

imunogenéticas, além de doenças maternas como diabetes gestacional (1, 2). Diversos 

estudos, incluindo um modelo murino de AB, têm indicado a presença de um processo imune 

com um padrão de resposta à infecção viral afetando as estruturas biliares (6).  

A hipotética associação entre a AB e anomalias dos ramos da artéria hepática tem sido 

estudada (7). Uma arteriopatia desencadeando colangiopatia isquêmica explicaria a natureza 

progressiva da lesão biliar, pois os ductos são nutridos exclusivamente por ramos arteriais do 

plexo vascular peribiliar (PVP) (8).  

Estudos em pacientes com AB demonstraram que há dilatação luminal da artéria 

hepática no porta hepatis, e espessamento de parede vascular dos ramos intrahepáticos 

sugerindo uma arteriopatia característica (9). Além disto, estudos arteriográficos 

demonstraram em pacientes com AB, a presença de ramos arteriais periféricos disformes, 

apresentando irregularidades no contorno, com sinais de oclusão e formação de “tufos“ 

vasculares (10). Nos fígados de pacientes com AB, segundo avaliação morfométrica dos 
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ramos da artéria hepática, observou-se espessamento de túnica médio aparentemente 

relacionado ao desaparecimento de ductos biliares (7). O fator de crescimento endotelial 

vascular A (VEGFA, do inglês vascular endothelial growth factor A), fator angiogênico 

secretado em situações de hipóxia mostrou, especificamente na AB por ocasião da 

portoenterostomia, positividade em estruturas portais, incluindo ramos da artéria hepática e 

ductos biliares, bem como em artérias e remanescentes biliares no porta hepatis (11). O 

sistema de fatores angiogênicos das angiopoietinas 1 e 2, relacionado ao recrutamento de 

perícitos e, portanto, ao espessamento de paredes arteriais, apresentou expressão gênica 

aumentada no fígado de pacientes com AB, observando-se uma correlação positiva entre a 

expressão destas angiopoietinas com o espessamento da túnica média arterial (12). Estes 

estudos tornam relevante analisar o comportamento de moléculas envolvidas na hipóxia, 

como o fator induzido por hipóxia (HIF, do inglês hypoxia-inducible factor) -1α e -2α, no 

fígado de pacientes com AB, comparando com os de lactentes afetados por colestase intra-

hepática (CIH) e buscando compreender a sua relação com  marcadores de gravidade da AB, 

tanto clínicos quanto laboratoriais, bem como com a evolução clínica dos pacientes após a 

portoenterostomia.   
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2. REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Colestase Neonatal 

Colestase é o termo utilizado para descrever os estados patológicos que cursam com a 

redução do fluxo biliar em qualquer uma das etapas do processo de síntese e secreção da bile, 

por alterações anatômicas ou funcionais. Os pacientes colestáticos apresentam concentrações 

séricas elevadas de substâncias que habitualmente são excretadas na bile, como a bilirrubina 

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

A icterícia é um problema comum nos recém-nascidos, ocorrendo em cerca de dois 

terços dos bebês na primeira semana de vida (14). Uma icterícia prolongada além de 14 dias 

de vida, porém, merece ser sempre investigada, pois pode ser a expressão de uma doença 

colestática neonatal (15). 

O diagnóstico precoce de uma colestase neonatal é de extrema importância no manejo 

destes pacientes, visando possibilitar a diferenciação das causas intra- e extra-hepáticas, de 

modo que os tratamentos clínico e cirúrgico sejam instituídos a tempo e, portanto, sejam 

idealmente eficazes. A discriminação de doenças específicas potencialmente tratáveis, 

incluídas na Tabela 1,  antes que sequelas hepáticas e sistêmicas tornem-se inevitáveis é 

questão fundamental da terapêutica. 

 

 



 

12 

 

Tabela 1 - Diagnóstico diferencial da colestase neonatal 

Causas intra-hepáticas 

A. Hepatite neonatal idiopática – mecanismo desconhecido 

B. Desordens da embriogênese 

1. Síndrome de Alagille (defeito do Jagged 1, rarefação biliar sindrômica) 

2. Malformação de placa ductal (ARPKD/FHC, doença de Caroli, ADPKD,) 

C. Desordens da biossíntese e conjugação de sais biliares 

1. Deficiência de 3-oxo-4-esteroide 5-beta-redutase 

2. Deficiência de 3-beta-hidroxi-5-C27-esteroide desidrogenase 

3. Deficiência de oxisterol 7-alfa-hidroxilase 

4. Deficiência de BACAT (hipercolenemia familiar) 

5. Outras 

D. Desordens do transporte e secreção por membrana 

1. Desordens de secreção canalicular 

             a. Transporte de sais biliares – deficiência de BSEP 

                  i. Persistente progressiva (PFIC tipo 2) 

                  ii. Recorrente benigna (BRIC tipo 2) 

             b. Transporte de fosfolipídios – deficiência de MDR3 (PFIC tipo 3) 

c. Defeito na oclusão canalicular - deficiência de ocludinas (PFIC tipo 4) 

d. Transporte iônico – fibrose cística (CFTR) 

2. Desordens complexas ou multiorgânicas 

             a. Deficiência de FIC (distúrbio na translocação de fosfatidilserina) 

                  i. Persistente, progressiva (PFIC tipo 1, doença de Byler) 

                  ii. Recorrente benigna (BRIC tipo 1) 

             b. Colangite esclerosante neonatal (defeito nas junções oclusivas)  

             c. Disfunção artrogripose-renal-colestase 

E. Doenças hepáticas metabólicas 

1. Desordens glandulares: hipotireoidismo, hipopituitarismo 

2. Com envolvimento do trato biliar: doença de depósito intrahepático de alfa-1-

antitripsina, fibrose cística (CFTR) 

3. Sem envolvimento do trato biliar 

continua 
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Tabela 1 - Diagnóstico diferencial da colestase neonatal 
conclusão 

             a. Desordem do metabolismo dos carboidratos: galactosemia, intolerância 

hereditária à frutose, glicogenose IV, síndrome da glicoproteína deficiente de 

carboidrato 

             b. Desordem do metabolismo dos aminoácidos: tirosinemia 

             c. Desordem do metabolismo dos lipídios: doenças de Wolman, Niemann-Pick, 

Gaucher 

             d. Desordem do metabolismo dos sais biliares secundária: síndrome de 

Zellweger (distúrbio nos peroxissomos) 

             e. Defeito no trânsito molecular mitocôndria-citoplasma: deficiência de citrina 

(NICCD) 

             f. Outras: hepatopatias mitocondriais, hemocromatose neonatal 

F. Infecções congênitas 

1. Parasítica: toxoplasmose 

2. Viral: rubéola, citomegalovírus, herpes simples, vírus hepatotrópicos (A, B e 

C), HIV, parvovírus 19, varicela, paramixovírus, sepse entérica viral (echo-, 

coxsackie- e adenovírus) 

3. Bacteriana: sífilis, sepse bacteriana, infecção do trato urinário, listeriose, 

tuberculose 

G. Desordem imune 

Lúpus eritematoso neonatal, hepatite neonatal com anemia hemolítica autoimune 

H. Associada à nutrição parenteral total 

I. Miscelânea 

Histiocitose X; choque e hipoperfusão; asfixia neonatal; associada com obstrução 

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

Causas extra-hepáticas 

Atresia biliar 

Cisto de colédoco 

Perfuração espontânea do ducto biliar comum 

Barro biliar e colelitíase 

Fonte: Modificado de Santos et al., 2012.  
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Abreviaturas: ARPKD/FHC: doença renal policística recessiva autossômica/fibrose hepática 

congênita; ADPKD: doença renal policística dominante autossômica; BRIC: colestase intra-

hepática benigna recorrente; BSEP: bomba de transporte dos sais biliares; CFTR: regulador 

transmembrana da fibrose cística; MDR3: proteína de resistência multidrogas 3; PFIC: 

colestase intra-hepática familiar progressiva. 

 

O diagnóstico de colestase neonatal inclui investigações clínica, laboratorial e 

histopatológica.  

Icterícia, hipocolia ou acolia, colúria e, mais tardiamente, prurido e xantomas são 

achados clínicos na colestase neonatal. A avaliação da coloração fecal e urinária de um 

paciente ictérico, é dado clínico fundamental no diagnóstico de uma colestase neonatal (17, 

18). Do ponto de vista laboratorial, colestase é conceituada como a presença 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 histológico, a 

colestase é caracterizada pelo acúmulo de pigmento bilirrubínico nos hepatócitos e 

canalículos biliares, além de outros achados relacionados à etiologia do caso (20).  

Um dado a ser considerado é que algumas doenças colestáticas neonatais causadas por 

alterações canaliculares, tais como colestase intra-hepática familiar progressiva (PFIC, do 

inglês progressive familial intrahepatic cholestasis) 1 e 2, e por desordens da biossíntese dos 

sais biliares primários, apresentam valores normais ou baixos de gama glutamil transferase 

(GGT) no soro, cujos níveis elevados são comumente marcadores de colestase. A presença de  
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colestase evidente sem elevação da GGT serve como critério laboratorial de suspeita destas 

enfermidades (16). 

2.2 Atresia biliar 

A AB é uma doença que se inicia exclusivamente na infância, constituindo a causa 

mais frequente de colestase neonatal (21) e de doença hepática crônica em crianças. Consiste 

na obstrução completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepáticas, associada a 

uma destruição progressiva da árvore biliar intra-hepática, com rápida progressão da fibrose 

(1, 22). Com o passar do tempo, a colangiopatia da AB leva a um padrão de rarefação de 

ductos interlobulares (23).  

Os primeiros relatos de AB foram publicados por Thompson em 1891 (24). Em 1916, 

Holmes introduziu os conceitos de AB “corrigível“, quando alguma área do canal biliar extra-

hepático é patente, permitindo anastomose primária do ducto pérvio com o intestino, e “não 

corrigível“, quando inexiste um canal viável para esta anastomose (25). Ladd, em 1928, 

realizou a primeira cirurgia de um caso “corrigível“ (26), mas foi apenas em 1959 que Kasai 

descreveu a portoenterostomia, procedimento cirúrgico paliativo para os casos ditos “não 

corrigíveis” de AB (27).  

 Independente da realização adequada da portoenterostomia, em termos de precocidade 

do procedimento, experiência do cirurgião e capacitação do centro de referência no tratamento 

de AB, mantém-se no fígado uma colangiopatia progressiva, que, na maioria dos casos, leva à 

insuficiência hepática crônica e necessidade de TxH (3).  A AB é a causa mais frequente de 

TxH pediátrico, o qual em 50% dos casos deve-se a ela, constituindo seu tratamento definitivo 

(28, 29).  
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A AB tem uma distribuição universal, com incidência variável nas diferentes regiões 

do mundo, estimando-se que afeta 1:5.000 a 1:18.000 nascidos vivos (22). É mais comum na 

Ásia e na região do Pacífico do que no resto do mundo. A incidência da AB na Polinésia 

Francesa de 1:3000 nascidos vivos (30), afetando em Taiwan 1,51 crianças 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 Diagnóstico de Atresia biliar 

A investigação diagnóstica de uma AB não deve ser baseada em qualquer exame 

isolado, sendo a presença da enfermidade sugerida por manifestações clínicas e laboratoriais, 

e confirmada por exames complementares, especialmente a avaliação histopatológica.   

Do ponto de vista clínico, caracteriza-se por um quadro de icterícia secundária à 

hiperbilirrubinemia de reação direta (conjugada) que se inicia ao nascimento ou nas primeiras 

semanas de vida, colúria, acolia além de hepatoesplenomegalia variável. A permanência 

destes achados sugere fortemente uma AB e a investigação deve ser ágil. Geralmente, um 

paciente com AB tem aparência hígida, é eutrófico e sua icterícia é leve, tendo nascido com 

peso adequado para a idade gestacional, enquanto pacientes afetados por doenças intra-

hepáticas, com frequência apresentam sinais que evidenciam doença sistêmica e, 

eventualmente, sugerem doenças específicas (34).   

Do ponto de vista laboratorial, os níveis de BT e BD, apesar de estarem elevados, não 

são muito altos. Quanto às enzimas hepáticas, 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 detecção 

de sais biliares na luz duodenal, cintilografia biliar sequencial de 24 horas com tecnécio-99m 

auxiliam na investigação e são escolhidos de acordo com a preferência da equipe médica e 

também da sua disponibilidade nos serviços (35). O estudo diagnóstico complementar de 

maior importância no diagnóstico de AB é a análise histopatológica de uma amostra de tecido 

hepático coletado por biópsia percutânea. O estudo histopatológico visa primeiramente a 

identificação das variáveis que se associam especificamente a um quadro obstrutivo das vias 

biliares, incluindo: 1) reação ductular; 2) expansão portal por infiltrado inflamatório, edema e 

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

de pontes fibrosas. (Figura 1)  

 

Figura 1 - Representação esquemática das alterações histopatológicas indicativas de 

obstrução mecânica extra-hepática. 
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No espaço porta normal pode ser observada a tríade porta, composta por ducto biliar 

interlobular, ramo da veia porta e ramo da artéria hepática. Na periferia do espaço porta, 

normalmente, localizam-se dúctulos biliares, os quais, em situações lesivas e não somente 

obstrutivas, sofrem proliferação. Na vigência de obstrução mecânica, ocorre expansão portal 

devido à proliferação de ductos, fibrose, edema portal e infiltrado inflamatório. Nos ductos 

interlobulares e dúctulos proliferados, acumulam-se tampões biliares. A fibrose ultrapassa os 

limites do espaço porta, formando-se pontes de fibrose e estruturas biliares proliferadas, que 

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

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

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

 

Com a utilização destes parâmetros, a acurácia, a sensibilidade e a especificidade do 

método atingem 90,5%, 100%, e 75,9%, respectivamente (36). Porém, alguns dados podem 

confundir o diagnóstico histopatológico da AB com o de doenças intra-hepáticas: 

1) as características obstrutivas, especialmente a presença de tampões biliares em ductos 

neoformados, são achados tempo-dependentes e podem estar ausentes caso a biópsia 

percutânea tenha sido realizada precocemente; 

2) pacientes com AB frequentemente apresentam alterações lobulares inespecíficas, 

decorrentes da colestase per se e que não devem ser consideradas como indicadoras de uma 

colestase de causa intra-hepática; 
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3)  doenças colestáticas de causa intra-hepática, incluindo as hepatopatias  causadas por 

citomegalovírus (CMV), deficiência de alfa-1-antitripsina e síndrome de Alagille, podem 

apresentar um padrão obstrutivo indistinguível da AB (34).   

O diagnóstico final pode ser confirmado apenas no momento de uma laparotomia 

exploradora, através da inspeção das vias biliares extra-hepáticas e, quando a vesícula e o 

ducto cístico são permeáveis à passagem de contraste, por uma colangiografia trans-operatória 

demonstrando obstrução completa dos ductos biliares extra-hepáticos (29).  

2.2.2 Tratamento cirúrgico da Atresia biliar 

 A portoenterostomia, ou cirurgia de Kasai (37), consiste na criação de um segmento 

intestinal anastomosado ao hilo hepático, de forma similar a um bypass em Y-de-Roux, assim 

desobstruindo as vias biliares extra-hepáticas e restabelecendo o fluxo biliar, de forma a 

aumentar as chances de sobrevivência com o fígado nativo (27). O restabelecimento de fluxo 

biliar no pós-operatório depende da idade por ocasião da portoenterostomia, a qual não 

deveria ultrapassar 60 dias de vida (38). Cerca de 70% a 80% dos pacientes que se submetem 

à 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 crianças operadas antes de 45 dias de vida e a realização 

de postoenterostomias dentro deste período evitaria a necessidade de 5,7% dos TxH até a 

adolescência. Por outro lado, em um estudo a realização da portoenterostomia antes dos 30 

dias de vida levou a piores resultados, sugerindo os autores que, neste caso, uma manifestação 

tão precoce da AB poderia relacionar-se a uma patogenia diferente associada com pior 

prognóstico (40).  
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 Outras variáveis, além da idade, podem influir nos resultados pós-operatórios dos 

pacientes com AB, incluindo aquelas modificáveis com medidas que aprimorem o sistema de 

saúde em relação à doença, incluindo: 1) experiência do cirurgião; 2) capacitação técnica do 

centro de referência. Outras variáveis que não podem ser modificadas são também 

importantes, tais como: 1) presença malformações extra-hepáticas; 2) presença de cistos na 

via biliar extra-hepática e 3) variante de AB associada à infecção por CMV, entre outras (41).  

2.3 Etiopatogenia na Atresia biliar 

 A etiopatogenia da AB ainda não está totalmente elucidada, e desvendá-la pode levar 

ao desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas adicionais à cirúrgica. Múltiplos fatores 

podem contribuir para a patogênese da AB (42) e, talvez, a AB represente um fenótipo 

decorrente de diferentes desordens (43). Em um grande grupo de pacientes, a AB parece 

resultar de uma agressão imune às estruturas hepatobiliares desencadeada por uma infecção 

viral prévia, mas doenças maternas, fatores imunogenéticos, genético-cromossômicos, 

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

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

desenvolvimento da AB (7, 12).  

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

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

Fatores genético-cromossômicos 

 Fatores genéticos 

o Mutação CFC1 

o Mutação NFkappaB/c 

o Expressão ICAM e HLA-DR 

o GPC1 (deleções at 2q37.3) 

o Polimorfismos: VEGFA (+936 C/T); X prolil aminopeptidase (1rs 

17095355); adiponectina – ADD3 (+276 G/T); MMIF (-173 G/C) 

 Anormalidades cromossômicas numéricas 

o Trissomias: 10q, 17, 18 e 21 

Fatores ambientais 

 Infecções materna/neonatal 

o Citomegalovírus 

o Reovírus tipo 3 

o Papilomavírus 

o Rotavírus 

 Fitotoxinas, micotoxinas 

Outras 

 Anomalias estruturais 

o BASM 

o Malformação da placa ductal 

o Anomalias da artéria hepática 

 Anormalidades imunológicas 

o Diminuição linfócitos T reguladores 

o Alterações linfócitos Th17 

o Envolvimento da imunidade adquirida (vias Th1 e Th2) 

o  Envolvimento da imunidade inata 

 Doença materna 

o Diabetes gestacional 

Fonte: Modificado de Santos et al., 2010.  
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Abreviaturas: CFC: gene que codifica a proteína críptico; NF Kappaβ: Fator Nuclear Kappa 

Beta; ICAM: Molécula de adesão intercelular; HLA-DR: Antígenos Leucocitários Humanos; 

GPC: glipicano; VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular; ADD: aducina; MMIF: 

Fator Inibitório da Migração de Macrófagos; BASM: Malformação Esplênica associada 

Atresia Biliar; Th: T helper. 

2.3.1 Heterogeneidade da AB sugere diferentes fenótipos  

A hipótese de que a AB representa um fenótipo resultante de distintas desordens (3) 

ainda não foi completamente demonstrada. Classificações da AB em relação à anatomia, 

clínica, histopatologia e perfil molecular têm sido descritas, e esta diversidade de variantes 

tem sido considerada como um dado corroborante à hipótese de uma heterogeneidade 

etiológica da doença. A natureza progressiva da AB, no entanto, torna difícil  estabelecer se 

essas características distinguem subgrupos etiológicos, ou são manifestações tempo-

dependentes de uma única doença. 

2.3.1.1 Variantes anatômicas da AB 

A identificação dos diferentes tipos de AB de acordo com o local da obstrução do 

ducto biliar comum foi descrita pela primeira vez por Holmes, em 1916 (25), e serviu para 

distinguir as formas cirurgicamente corrigíveis e não corrigíveis. A classificação mais 

amplamente utilizada das variantes anatômicas foi proposta pela Associação Japonesa de 

Cirurgiões Pediátricos (44, 45) constando de 3 tipos: tipo 1, presente em 5% dos casos, 

constitui a variante corrigível de AB por envolver obstrução do ducto biliar comum com 

manutenção de estruturas biliares proximais pérvias; tipo 2, compreende 2% dos pacientes e 

consiste de atresia do ducto hepático, algumas vezes associada a cistos no porta hepatis, e 

tipo 3, que ocorre em 90% dos pacientes com AB e apresenta o porta hepatis sólido 
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constituído por um cordão fibroso. No tipo 3, um cisto pode ser encontrado distalmente à 

obstrução ductal. Esta classificação foi útil para definir a viabilidade de uma correção 

cirúrgica para AB até que Dr. Morio Kasai, através da criação de uma portoenterostomia, 

tornou “corrigível a forma incorrigível (46). Esta classificação ainda hoje ajuda a prever o 

prognóstico pós-portoenterostomia, uma vez que o tipo 1, a variante corrigível, está associada 

a uma maior sobrevida do fígado nativo (47).  

2.3.1.2 Variantes clínicas de AB 

A existência de variantes clínicas da AB sugere que esta doença pode ser adquirida 

durante a vida intra-uterina precoce (forma embrionária), envolvendo cerca de 10% dos casos, 

ou durante o período perinatal (forma adquirida), que abrange os 90% restantes (48). 

Curiosamente, pacientes com a forma adquirida apresentam níveis séricos aumentados de 

bilirrubina conjugada e/ou BD logo nos dois primeiros dias de vida (49), sugerindo que, 

mesmo neste subgrupo, a AB é congênita e que o insulto causal ocorre na fase pré-natal, 

diferentemente do modelo murino de AB em que a infecção viral deve ocorrer após o parto 

para produzir a doença (50).  

Forma embrionária  

A hipótese de que a AB resulta de um insulto embrionário, e talvez associe-se a uma 

alteração genética, é reforçada pela ocorrência de um subgrupo de pacientes também afetados 

por anomalias congênitas extra-hepáticas. Estas anomalias, no entanto, não têm um padrão 

homogêneo, podendo ser classificadas em: 

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

AB de acordo com um estudo multicêntrico americano (51), mas a sua frequência pode variar 
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entre 3% e 20% dos casos (52). Os defeitos de lateralidade são caracterizados pela 

malformação esplênica associada à AB (BASM, do inglês biliary atresia splenic 

malformation), anteriormente chamada de “síndrome de polisplenia“. Polisplenia é definida 

como a presença de cinco ou mais nódulos de baço, ou por um baço multilobulado, mas 

BASM pode incluir também asplenia (48). O transtorno de lateralidade associado com AB, 

independentemente da polisplenia, asplenia, ou mesmo de um baço normal, inclui uma 

combinação variável de situs inversus ou situs ambiguus, veia porta pré-duodenal, ausência de 

veia cava inferior, má-rotação intestinal, malformações cardíacas e/ou dextrocardia, 

malformações pancreáticas e pulmonares (53). Pacientes com BASM são expostos a uma alta 

incidência de eventos mórbidos durante a embriogênese, como o diabetes gestacional, 

sugerindo que agentes teratogênicos possam agir como gatilhos (48, 54). De acordo com 

Chandra (1974), a associação entre AB e defeitos de lateralidade não é casual, porque estas 

condições frequentemente se sobrepõem, e a organogênese tanto do primórdio esplênico e das 

vias biliares extra-hepáticas é coincidente no período embrionário com a septação do coração 

e do tronco arterial, e com o desenvolvimento da árvore broncopulmonar e dos coxins 

endocárdicos. O defeito de lateralidade poderia, neste caso, resultar da ação de teratógenos 

antes da quinta semana gestacional.  

A etiopatogenia exata do defeito de lateralidade na AB, no entanto, permanece 

obscura, uma vez que as mutações associadas com o complexo de anomalias extra-hepáticas, 

incluindo as mutações em genes da Inversina, Polaris, Brachyury, fator nuclear de hepatócitos 

-3β (HNF, do inglês hepatocyte nuclear factor), Sonic Hedgehog (Shh), Smad-5, Lefty 1 e 2, 

e EGF-CFC1 não apresentam aumento de frequência na população afetada pela AB (48, 53).  
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Silveira et al. (1992) sugeriram a ocorrência de um ambiente intrauterino alterado 

associado com BASM. É concebível que tais alterações intra-uterinas possam atuar por via 

epigenética, induzindo a ocorrência de BASM. Alterações epigenéticas na metilação do ácido 

desoxirribonucleico (DNA, do inglês deoxyribonucleic acid) podem ser transmitidas por 

herança não mendeliana. Gatilhos ambientais, incluindo drogas, toxinas, ou vírus podem 

induzir distúrbios de metilação do DNA, atuando como teratógenos (56) e em um modelo de 

zebrafish de inibição da metilação do DNA, um desenvolvimento deficiente das vias biliares 

extra-hepáticas foi observado (57). A presença de BASM parece afetar negativamente o 

prognóstico pós-portoenterostomia (54).  

2) Anomalias extra-hepáticas não-sindrômicas associadas a AB: compreende 6% dos 

pacientes com AB (51) e em torno de 58,5% dos pacientes com AB com anomalias extra-

hepáticas importantes (58). Essas anomalias ocorrem principalmente no coração, nos tratos 

gastrointestinal e urinário, sem características de um defeito de lateralidade (51).  

3) Má-rotação intestinal isolada: um subgrupo de pacientes com AB apresenta má-rotação 

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

 A importância de um fator genético na etiologia da AB é sugerida, além da associação 

com anomalias congênitas extra-hepáticas, pelo aumento da frequência de polimorfismos 

genéticos em diferentes amostras de pacientes com a desordem. Estes polimorfismos indicam 

a necessidade de investigar mutações específicas na AB, mas alternativamente podem 

representar fatores predisponentes para a ocorrência da doença, na presença de determinados 

agentes ambientais. Polimorfismos foram observados em genes como os que codificam a 

proteína críptico 1 (CFC1, do inglês encoding the Cryptic protein) variante c.433G> A (59); a 

molécula de adesão intercelular -1 (ICAM-1, do inglês intercellular adhesion molecule-1): 
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variante G241R (60); a região entre os genes X-prolil-aminopeptidase (XPNPEP1, do inglês 

X-prolyl aminopeptidase 1) e aducina 3 (ADD3, do inglês adducin 3): variante rs17095355 

(61). Entre os genes localizados nesta região, o da aducina, um gene envolvido na reatividade 

da parede arterial (62), e, portanto, com um fenótipo de aumento do tônus miogênico, parece 

ser um polimorfismo fundamental na AB (61, 63, 64). Outro polimorfismo encontrado em 

pacientes com AB e associado com alterações vasculares, além de inflamatórias, é a variante 

+936C/T do gene VEGFA (65). Polimorfismos adicionais associados com a AB ocorrem nos 

genes fator inibitório da migração de macrófagos (MMIF, do ingles macrophage migration 

inhibitory factor) (66), XPNPEP1 (67), adiponectina (68) e glipicano 1 (GPC1, do ingles 

glypican 1) (69, 70).  

Além dos fatores genéticos e epigenéticos, o aumento da frequência de casos de AB 

em pacientes com desordens cromossômicas, como as trissomia dos cromossomos 17, 18, 21 

(71-74) e a Síndrome de Turner (75), bem como com anormalidades cromossômicas 

estruturais, incluindo monossomia, duplicação e trissomia proximal parcial do cromossomo 

10 (76-79) indicam que nestes pacientes a etiologia da AB é parte de uma síndrome de 

múltiplos órgãos desencadeada por uma alteração cromossômica (80).  

Forma adquirida ou isolada 

A maioria dos casos de AB não têm anomalias extra-hepáticas associadas, e parece 

decorrer de uma lesão biliar adquirida durante o período perinatal. Esta hipótese é reforçada 

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

A variação sazonal na ocorrência de AB sugere a ação de um agente ambiental (81), 

mas esse assunto é controverso. Caton et al. (2004) observaram variações nos padrões 
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sazonais na frequência de AB em recém-nascidos em Nova Iorque, com maior incidência 

durante a primavera, enquanto os resultados de The et al. (2007) indicaram que os bebês 

concebidos durante a primavera foram mais propensos a ter AB do que aqueles concebidos no 

inverno. Por outro lado, vários grupos (84-87) não encontraram variação sazonal na 

ocorrência da doença. 

Em relação às discrepâncias geográficas na incidência da AB, a doença é mais 

frequente no leste da Ásia e na Polinésia Francesa do que na Europa e América do Norte, e, 

além disso, a incidência também é variável em diferentes regiões de um mesmo país (88). 

Esta variação geográfica pode indicar a importância não só de causas ambientais, mas 

também de peculiaridades genéticas destas populações. 

Os fatores ambientais capazes de desencadear a AB não estão claramente definidos. 

Micotoxinas e fitotoxinas foram atribuídos como agentes responsáveis pelos surtos de AB 

observados em ovelhas na Austrália durante a estiagem (89). No entanto, os vírus são 

considerados os gatilhos exógenos mais importantes na AB para a maioria dos investigadores. 

Em crianças com AB há um aumento da expressão de genes associados à inflamação e à 

imunidade, especialmente a osteopontina, molécula reguladora da resposta imune T helper 

(Th) 1 e o interferon gama (90). No fígado de crianças afetadas, há infiltração de células 

associadas com a imunidade inata, tais como macrófagos (91), as natural killer (NK) (92), e 

as dendríticas (93), bem como ocorre uma expansão oligoclonal de células envolvidas na 

imunidade adquirida (94), incluindo linfócitos T CD8+ (95) e T CD4+ (92, 96). No soro dos 

pacientes com AB há um aumento dos níveis de ICAM e molécula de adesão celular vascular 

1 (VCAM1, do inglês vascular cell adhesion molecule) (92, 97, 98).  

Vários vírus têm sido associados com a etiologia da AB, tal como:  
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 Vírus da hepatite B (99-101).  

 Vírus sincicial respiratório (102).  

 Herpesvírus (103).  

 Papilomavírus humano (103, 104).  

 Reovírus (105-110).  

- Rotavírus (111). 

 CMV (6, 112-117).  

Entre os reovírus, o CMV destaca-se como um provável agente causador da AB. Os 

pacientes com CIH causada por CMV frequentemente apresentam um padrão histopatológico 

indistinguível 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 clínica distinta da AB, além da BASM e do tipo isolado 

(118). Shen et al. (2008) observaram uma frequência de 48% de positividade de IgM para 

CMV e um efeito prejudicial da infecção na resposta à portoenterostomia. Os pacientes com 

AB associada ao CMV apresentam uma diminuição dos níveis de células T reguladoras 

(Tregs) no sangue periférico, sugerindo a ocorrência de uma resposta inflamatória exacerbada, 

assim agravando o dano hepático (6).  

Porém, não há qualquer evidência direta de um vírus, incluindo seu DNA ou ácido 

ribonucléico (RNA, do inglês ribonucleic acid), nas estruturas hepatobiliares de pacientes 

com AB, apesar de um perfil de proteínas indicativo de infecção viral crônica (120). O 

mecanismo de um processo contínuo prejudicial na ausência de um vírus poderia ser um 

distúrbio imune desencadeado pela exposição, durante a lesão de colangiócitos, de epítopos 
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crípticos, incluindo α-enolase (121), uma molécula induzida na adaptação à hipóxia tecidual 

(122). A exposição destes epítopos desencadearia a liberação de auto-antígenos alterados, 

conduzindo à ativação de linfócitos T auto-reativos com especificidade para colangiócitos, 

desencadeando uma colangiopatia esclerosante crônica (123).  

2.3.1.3 Forma cística 

A ocorrência de cistos nos ductos biliares extra-hepáticos de pacientes com AB é 

reconhecido desde as primeiras descrições anatômicas por Holmes em 1916 (25). A presença 

de cistos é atualmente considerada como um critério para a especificação da “variante cística“ 

de AB. A presença de cistos constitui um dado significativo pois: 1) quando detectado por 

ultrassom pré-natal, sugere uma obstrução mecânica extra-hepática, incluindo AB ou um cisto 

de colédoco (CC) e, assim, ajuda a antecipar a investigação diagnóstica; 2) parece indicar um 

prognóstico diferenciado, e 3) representa um desafio para o diagnóstico diferencial entre a AB 

e CC tipo 1 com obstrução completa do ducto biliar comum (124). A distinção entre esses 

dois distúrbios é importante, pois, quando a cirrose ainda não está presente no CC, os 

resultados cirúrgicos após a correção de um CC são melhores do que os observados na AB. 

As diferenças entre AB e CC, detectadas por ultrassom ou colangiografia, reforçam que a AB 

inclui uma colangiopatia intra-hepática. No CC, os ductos biliares apresentam características 

saudáveis e dilatadas, associadas a uma vesícula biliar distendida, enquanto na AB as 

estruturas biliares intra-hepáticas são irregulares e hipoplásicas (125). A forma cística inclui 

10% dos pacientes com AB (126) e não está associada a qualquer peculiaridade étnica, 

genética ou epidemiológica. Esses pacientes, no entanto, apresentam um melhor prognóstico 

pós-portoenterostomia (127). Curiosamente, do ponto de vista etiológico, no modelo murino 

de AB que apresenta um padrão de resposta Th2, há aumento da frequência de cistos biliares 
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extra-hepáticas, sugerindo o possibilidade de uma fisiopatologia imune peculiar para esta 

variante de AB em seres humanos (128).  

2.3.1.4 Variantes inflamatória versus fibrosante de AB  

Moyer et al. (2010), avaliaram os perfis moleculares e histopatológicos no fígado de 

pacientes com AB, e observaram que a apresentação da doença poderia ser dividida em três 

formas: 1) forma inflamatória, mostrando aumento do número de linfócitos T e células NK, 

bem como uma superexpressão de genes relacionados com o sistema imune e à inflamação; 2) 

forma fibrótica, com características de fibrose extensa e perfil de expressão gênica 

relacionados à fibrose; e 3) forma mista, sem desequilíbrio entre a inflamação e fibrose. No 

entanto, houve diferença de idade entre os grupos, e os pacientes da variante inflamatória 

eram mais jovens que os do tipo fibrótico, sugerindo que essas características definidoras 

representam etapas distintas de um mesmo processo progressivo.  

2.4 Alterações vasculares na atresia biliar  

Nosso grupo estuda a contribuição de uma anomalia nos ramos da artéria hepática, ou 

seja uma arteriopatia, no desencadeamento e manutenção da doença (7, 11, 12).  

2.4.1 Plexo vascular peribiliar 

O epitélio biliar é nutrido exclusivamente por uma rede de capilares localizados em 

estreita proximidade com as vias biliares, o PVP (7). O PVP está incluído nas subunidades 

microvasculares hepáticas (130), e deriva-se dos ramos arteriais portais, formando um plexo 

composto de: 1) arteríolas acompanhantes, que cursam paralelamente aos ductos, e 2) 



 

31 

 

arteríolas comunicantes, as quais se ramificam das primeiras e se comunicam com o epitélio 

biliar (130, 131).  

 

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

O ducto biliar (DB) comum é vascularizado pelas artérias do PVP extra-hepático, que correm 

ao longo de sua extensão, irrigando-o. A maior parte do  sangue do PVP extra-hepático é 

fornecido através da artéria retroduodenal inferior. Uma parte menor do PVP extra-hepático é 

suprida pela artéria hepática direita. Em contrapartida, os ductos biliares intra-hepáticos são 

irrigados pelo PVP intra-hepático, derivado das artérias hepáticas direita e esquerda. 

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

porta; IH: intra-hepática; EH: extra-hepática. Fonte: Ruemmele et al., 2009. 

 

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

o envolvimento das estruturas biliares em caso de lesão isquêmica em quadros de 
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comprometimentos dos ramos da artéria hepática, caracterizando uma colangiopatia 

isquêmica (8).  

2.4.2 Arteriopatia na Atresia biliar 

Devido ao padrão de vascularização arterial da árvore biliar, uma arteriopatia afetaria 

todo este sistema, constituindo um fator crucial e ainda não investigado na patogênese da 

colangiopatia da AB (11). Uma relação da AB com processo isquêmico por distúrbio 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 túnica média (138), e confirmado por Brough & 

Bernstein (1969). Após, em 1993, Ho et al. observaram a ocorrência de dilatação luminal e 

espessamento de parede vascular (9). Anormalidades anatômicas dos ramos arteriais 

hepáticos, 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 hepático obtido por 

ocasião da portoenterostomia e marcado por imunoistoquímica, um espessamento da túnica 

média dos ramos arteriais hepáticos relacionado ao desaparecimento dos ductos biliares (7). 

Em estudos utilizando ultrassonografia e tomografia computadorizada, foram observados 

dilatação do lúmen arterial hepático no hilo hepático e aumento da vascularização na região 

subcapsular (140-142).  

Edom et al. (2011) estudaram a imunolocalização do VEGFA e seus receptores para o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR, do inglês vascular endothelial growth 

factor receptor) 1 e 2 em pacientes com AB, comparando com pacientes afetados por CIH, e 



 

33 

 

observaram um padrão de imunolocalização do VEGFA específico da AB por ocasião da 

portoenterostomia, sugestiva de hipóxia nos ductos biliares e ramos arteriais, tanto intra-

hepáticos quanto no porta hepatis.  

Em 2014, Souza et al. observaram uma expressão gênica aumentada das moléculas 

angiogênicas angiopoietinas 1 e 2 nos pacientes com AB em comparação com os pacientes 

com CIH, detectando uma correlação desta expressão com o espessamento da túnica média 

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

Um dado interessante é que a análise de microRNAs no modelo murino de AB 

demonstrou, além de alterações de micro ácido ribonucléico (miRNA, do inglês micro-

ribonucleic acid) que regulam genes com funções relacionadas à sobrevivência dos 

colangiócitos e à modulação da inflamação, uma diminuição dos níveis de miR-126, um 

miRNA endotelial (143).  

2.5 Fibrogênese e reação ductular na AB como marcadores da gravidade da 

doença 

Os pacientes com AB, na sua grande maioria evoluem, mesmo após a 

portoenterostomia, para uma disfunção hepática crônica associada ao desenvolvimento de 

cirrose (4). Variáveis histológicas observadas e/ou mensuradas em biópsias coletadas por 

ocasião da portoenterostomia têm sido consideradas como dados úteis na predição do 

prognóstico pós-cirúrgico do procedimento.  

A extensão da fibrose hepática tem sido usada com esse propósito, podendo ser 

avaliada por escore específico (144) ou por método morfométrico (145). Na análise do 

prognóstico, a diferença tem sido encontrada entre grupos de pacientes com graus leves de 
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fibrose, apenas com expansão portal, e outros já com cirrose desenvolvida (146). Porém, em 

amostras nas quais a idade na portoenterostomia é muito elevada essa comparação torna-se 

difícil devido à raridade dos casos que apresentam extensão leve de fibrose. A extensão da 

fibrose pode não ser um marcador adequado para o prognóstico dos pacientes, uma vez que 

existem dificuldades inerentes à avaliação histopatológica, incluindo erros amostral e de 

métodos de coloração (147, 148).  

Santos et al. (2009) descreveram que a extensão da reação ductular, avaliada por 

método morfométrico através da positividade de citoqueratina 7 (PCK7), mostrou-se variável 

relacionada, de forma independente de idade e grau de fibrose, com a sobrevida do fígado 

nativo em 1 ano.  

A gravidade da fibrose e da reação ductular são mensuráveis, além da histopatologia e 

morfometria, também por método molecular. Entre os marcadores utilizados incluem-se a 

proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP1, do inglês monocyte chemoattractant protein 1), 

que possibilita inferir o grau de fibrogênese biliar (149) e a citoqueratina (CK) 19, que 

quantifica no tecido hepatobiliar o fenótipo celular dos colangiócitos (150).  

A MCP1 é um membro da família de quimiocinas, responsável pela migração e 

infiltração de monócitos/macrófagos em resposta à inflamação (151). Evidências têm sugerido 

que a MCP1 pode ser um regulador importante da fibrose hepática e na AB já foi descrito seu 

aumento tanto em soro quanto em tecido hepático (149). Por outro lado, a CK19 é o menor 

membro da família de citoqueratinas, um grupo heterogêneo de proteínas de filamentos 

intermediários. É, normalmente, expressa na mucosa do trato gastroenteropancreático e 

hepatobiliar, conformando-se como um marcador de epitélio biliar no fígado (152, 153). Além 

disso, o aumento da CK19 pode ser útil na avaliação da gravidade de hepatopatias (153).  
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2.6 Angiogênese 

A angiogênese pode ser encarada como um processo dinâmico estimulado pela hipóxia 

levando à formação de novos vasos a partir de vasos sanguíneos pré-existentes (154). Este 

processo é fundamental tanto em condições fisiológicas, tais como a reparação de tecidos e o 

crescimento, como em condições patológicas, incluindo hepatiopatias crônicas (155). No 

adulto, e em circunstâncias normais, a formação de novos vasos sanguíneos ocorre durante a 

cicatrização de feridas, regeneração de órgãos, e no sistema reprodutor feminino durante a 

ovulação, menstruação, e a formação da placenta (156).  

O processo de angiogênese envolve a divisão das células endoteliais, degradação 

seletiva da membrana basal e da matriz extracelular, a migração de células endoteliais, e a 

formação de uma estrutura tubular (156). Cada etapa desse processo incorpora complexas 

cascatas moleculares, estimuladoras ou inibidoras, envolvidas na construção e maturação dos 

vasos, bem como da formação de redes vasculares visando nutrir os tecidos e assim resolver a 

hipóxia local (157).  

Welti et al. (2013) detalharam o processo de angiogênese. (figura 3) O passo inicial 

ocorre através da ativação das células endoteliais por moléculas pró-angiogências, 

especialmente o VEGF. Junções intercelulares e membrana basal são remodeladas em 

conjunto com descolamento de perícitos, permitindo que células ponta migrem em resposta 

aos sinais de orientação através da estimulação de VEGFR2 ativado pelo VEGF. O broto 

cresce em direção ao gradiente de VEGF que é liberado na membrana extracelular. Em 

seguida, este broto se alonga através da proliferação de células pedunculares que formam um 

lúmen e recrutam perícitos para a estabilização. Este sistema permite a migração vascular, 

com direcionalidade, por meio da célula ponta, e o alongamento do eixo, através da 



 

36 

 

proliferação de células pedunculares. Quando ocorre o encontro entre estas duas células, elas 

anastomosam, num mecanismo assistido por macrófagos que se acumulam e estimulam o 

brotamento através da produção de fatores angiogênicos ou proteolíticos libertando-os da 

matriz extracelular. Uma vez que ocorre a fusão celular, um lúmen é formado para permitir o 

fluxo de sangue, o qual perfunde o tecido hipóxico, diminuindo os níveis de sinais 

angiogênicos, inativando os sensores de oxigênio das células endoteliais, e aumentando as 

moléculas pró-quiescentes que levam à quiescência do endotélio. As células endoteliais se 

tornam células falange quiescentes, que conduzem o fluxo sanguíneo e regulam a perfusão 

tecidual. Além disso, ocorre o depósito de membrana basal entre os perícitos e as células 

endoteliais, e o estabelecimento de uma barreira coberta por perícitos maduros. Esta barreira 

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

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

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

A capacidade de manter os níveis de oxigênio é essencial para a sobrevivência de um 

organismo (159).  Em situações de hipóxia, ou seja, de baixa concentração de oxigênio num 

tecido, alterações sistêmicas e em nível intracelular são ativadas com o objetivo de 

restabelecer a oxigenação adequada e minimizar lesões (160). A hipóxia celular ocorre 

quando a demanda por oxigênio molecular necessária para gerar níveis de adenosina trifosfato 

(ATP, do inglês adenosine triphosphate) suficientes para o funcionamento celular e tecidual 

excede o suprimento vascular. A hipóxia tecidual pode ocorrer durante uma variedade de 

estados de doença, como por exemplo, em doença vascular, inflamação crônica e tumor (161).  

A resposta aguda do fígado à situação de hipóxia inclui mudanças no número dos 

fatores de transcrição fundamentais para a regulação do desenvolvimento celular, apoptose, 

inflamação, proliferação e diferenciação celular. O fígado tem papel regulador no equilíbrio 

energético, metabolismo de substratos, desintoxicação, e um pequeno papel na eritropoiese, e 

a ocorrência de hipóxia tecidual compromete todas estas funções (162).  

A hipóxia pode ser sistêmica ou local. A principal causa de hipóxia local é a isquemia, 

processo no qual há um bloqueio no fornecimento de sangue ao tecido, causando falta do 

oxigênio necessário para o metabolismo celular (163).  

 

2.7.1 Fator Induzido por Hipóxia   

O processo de resposta à hipóxia é regulado, principalmente, pelo HIF (164), o qual 

funciona como o principal mediador da homeostase do oxigênio em praticamente todas as 
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células, desempenhando funções críticas no desenvolvimento embrionário e na fisiologia pós-

natal (165). Este fator é composto por duas subunidades, α e β. A subunidade α é dependente 

de oxigênio e a subunidade β, também conhecida translocador nuclear de hidrocarbonetos aril 

(ARNT, do inglês aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), é independente, sendo 

ubiquamente expressa em todas as células eucariotas. Na presença de oxigênio, o HIF-α sofre 

ubiquitinação e degradação proteossomal rápida. Este processo é mediado pela proteína 

supressora de tumor de von Hippel-Lindau (VHL), a qual, para se ligar à subunidade α, requer 

uma prolil hidroxilação dependente do oxigênio. Quando ocorre esta ligação, o processo de 

degradação de HIF-α ocorre, no compartimento citoplasmático. Em situações de hipóxia, o 

HIF-α acumula-se no citoplasma e, a seguir, é translocado para o núcleo, formando o 

heterodímero com ARNT, que se liga ao elemento responsivo à hipóxia (HRE, do inglês 

hypoxia-response element) dos genes alvo (166). O complexo HIF/ARNT adicionalmente 

recruta coativadores transcricionais e ativa a transcrição de genes alvo, desempenhando um 

papel essencial nos processos de adaptação à hipóxia (167).  

A expressão de VEGFA, principal fator angiogênico, é induzido por hipóxia (168), 

atuando diretamente nas células endoteliais ao se ligar e ativar seus receptores específicos, 

VEGFR1 e VEGFR2 (169).  

O VEGFR2 parece ser o principal mediador dos efeitos mitogênico, angiogênico, 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 expressão do VEGFR2 no 

epitélio biliar associa-se à proliferação das células endoteliais, e que o bloqueio de sua 

expressão leva à apoptose de colangiócitos.  
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O VEGFR1 possui uma atividade de quinase muito mais fraca em relação ao VEGFA, 

sendo incapaz de gerar resposta mitogênica nas células endoteliais quando estimulado por 

VEGFA (171). O VEGFR1 modula a divisão das células endoteliais nas primeiras fases do 

desenvolvimento vascular, pouco antes da formação dos primeiros vasos sanguíneos 

primitivos, além de ser importante na migração das células (173, 174). Porém, sua atuação 

mais destacada ocorre nos processos inflamatórios, estimulando a ação dos macrófagos. Por 

outro lado, em situações de doenças, incluindo as hepáticas, ele também possui alguma 

atividade angiogênica, embora menos importante que o VEGFR2 (175).  

 

Figura 4 - Representação do comportamento do HIF-α em situações de normóxia e 

hipóxia. 
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Regulação de HIF. Em condições de normóxia, a hidroxilação dos resíduos de prolina 

ocorrem pela degradação dependente de oxigênio mediada pela proteína com domínio de 

prolil hidroxilase. HIF-α se liga à proteína supressora de tumor acarretando na sua degradação 

proteossomal. Em condições de hipóxia, HIF-α se dimeriza com a porção ARNT/HIF-β, 

transloca-se para o núcleo, e induz a transcrição de genes através de ligação e reconhecimento 

de sequências do elemento responsivo de hipóxia dentro das regiões promotoras dos genes 

alvo.  

Abreviaturas: HIF: fator induzido por hipóxia; ARNT:  translocador nuclear de 

hidrocarbonetos aril; HRE: elemento responsivo à hipoxia; PRO: prolina; VHL: von Hippel-

Lindau; PHD: proteína com domínio de prolil hidroxilase. Fonte: Modificado de Shay et al., 

2012.  

 

Existem três isoformas da subunidade HIF-α: HIF-1α, HIF-2α, e HIF-3α (176). O HIF-

1α foi descoberto a partir da identificação de um HRE na região 5’-RCGTG-3’ no gene da 

eritropoetina (177, 178) e é a molécula mais ubiquamente expressa e melhor caracterizada da 

família, sendo reconhecido como o principal regulador da sinalização hipoxêmica (179).   

O HIF-2α tem 48% de identidade sequencial com o HIF-1α (180) e atua na regulação 

da hipóxia de forma semelhante ao HIF-1α, mas sua expressão é restrita a determinados tipos 

celulares (161). Segundo Tian et al. (1997), a expressão de HIF-2α ocorre, preferencialmente, 

em células endoteliais e, nestas células, o HIF-2α representa um importante regulador da 

vascularização, enquanto que o HIF-1α é expressado ubiquamente nos tecidos. Já a atuação 

do HIF-3α 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-1α e HIF-2α 

O HIF-1α ativa a expressão de mais de 70 genes, e a variedade de genes regulados é 

diferente em cada tipo celular, sendo que para alguns genes a expressão pode ser induzida ou 

reprimida pelo HIF-1α (179). Entre os processos fisiológicos críticos regulados por genes-

alvo do HIF-1α incluem-se a eritropoiese, a angiogênese, a glicólise, bem como a 

vasodilatação como, por exemplo, a produção da óxido nítrico sintase (iNOS, do inglês 

inducible nitric oxide synthase) (161). Além disso, em condições de hipóxia grave ou 

prolongada, o HIF-1α pode também ativar a transcrição de genes de morte celular (182). Em 

modelo animal de fibrose hepática por ligadura de ducto biliar (LDB), há ativação do HIF-1α 

após 3 dias do procedimento, período que antecede o desenvolvimento de fibrose 

significativa. Esta ativação de HIF-1α ocorre, neste modelo, principalmente em hepatócitos e 

macrófagos (183). Os macrófagos acumulam-se em regiões hipóxicas do fígado durante a 

lesão crônica induzida por colestase, onde a hipóxia estimula a ativação de HIF-1α.  Além 

disso, a ativação de HIF-1α em células estreladas pode ser importante para o desenvolvimento 

da fibrose. Considerando esses estudos, a modulação terapêutica do HIF-1α pode ser eficaz na 

prevenção da progressão da fibrose nas hepatopatias colestáticas (184).  

Em relação ao HIF-2α, quando ativado ele se expressa no núcleo de células não-

parenquimatosas, tais como as células endoteliais glomerulares, peritubulares e fibroblastos 

do rim, células endoteliais e da glia cerebral, além de expressar-se no parênquima de outros 

órgãos como fígado e intestino, ou ainda, de modo homogêneo, no músculo cardíaco (185).  

No desenvolvimento vascular, os papéis de HIF-1α e HIF-2α são distintos, pois o 

HIF-1α é responsável pela proliferação de células endoteliais, migração e surgimento de 

novos vasos, enquanto o HIF-2α desempenha um papel mais destacado no controle da 
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morfogênese vascular e integridade na formação da árvore vascular (157).  

Nas células tubulares renais, Rosenberger et al. (2002) descreveram que apenas HIF-1α 

foi encontrado, ao passo que o HIF-2α foi expresso em células endoteliais e fibroblastos. Em 

neuroblastoma, HIF-2α, mas não HIF-1α, é fortemente expressado em áreas tumorais bem 

vascularizadas e sua atividade induz crescimento tumoral e está associada com uma doença 

mais agressiva (187).  

2.7.3 Hipóxia e Doenças Hepáticas 

A hipóxia tem um papel importante na patogênese de diferentes doenças do fígado 

(166), incluindo a lesão tecidual provocada durante o processo de isquemia e reperfusão (I/R), 

na qual as alterações iniciam no período isquêmico, mas agravam-se no estágio de 

reoxigenação tecidual (188, 189). A indução de HIF-1α constitui evento precoce, que precede 

a apoptose de células do fígado na lesão por I/R (190). Porém, há estudos que sugerem que a 

ativação do HIF-1α talvez tenha efeito protetor sobre a lesão por I/R (191) e o bloqueio da 

ligação entre VEGF e HIF-1α através de um antagonista de VEGF reduziria a lesão por I/R ao 

reprimir a migração de leucócitos e produção de citoquinas no tecido (192).  

No modelo animal de LDB, o HIF-1α é ativado em hepatócitos e macrófagos na 

periferia de infartos biliares e dentro das regiões de proliferação dos ductos biliares, levando à 

fibrose hepática. O bloqueio da expressão de HIF-1α inibe a fibrogênese neste modelo (183). 

Hepatócitos sob hipóxia, além de expressar HIF-1α, também ativam HIF-2α em menor 

proporção (193).  

Mediadores pró-fibróticos são secretados em cultura de hepatócitos de rato num 

ambiente pobre em oxigênio (194). Na fibrogênese associada à lesão hepática colestática, o 
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HIF-1α tem efeito marcante. O HIF-2α também tem importante papel na regulação da 

fibrogênese hepática durante o estabelecimento da esteato-hepatite. Em modelo animal de 

sobre-expressão de HIF através da inativação de VHL observou-se rápida ativação de HIF-2α, 

a qual levou ao aumento da inflamação e fibrose hepáticas, demonstrando que estes processos 

são respostas do fígado desencadeadas em situações de hipóxia (195).  

 Em doenças do fígado, tais como cirrose biliar primária e colangite esclerosante 

primária, macrófagos, fibroblastos e hepatócitos são os grupos celulares envolvidos na 

fibrogênese induzida por hipóxia (184).  

A inibição de HIFs pode ter um papel na terapia do câncer. No hepatocarcinoma, HIFs 

desempenham um papel importante na patogênese, apresentando-se sobre-expressados (166). 

Bangoura et al. (2004) observaram uma expressão de HIF-2α em 52% dos casos de 

hepatocarcinoma com infiltração capsular e invasão da veia porta, sugerindo um uma 

associação com o desenvolvimento de metástases. A positividade de HIF-2α foi de 69,5% nos 

casos de hepatocarcinoma, 55% em tecido não canceroso adjacente, e nenhuma em tecido 

hepático normal, além de uma correlação com a expressão do VEGF e com a diminuição da 

sobrevivência dos pacientes. Os autores sugeriram que o HIF-2α possa ser uma ferramenta no 

prognóstico e, possivelmente, um alvo terapêutico no tratamento do hepatocarcinoma (197).   
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 A etiologia da AB ainda não está totalmente esclarecida. Entre as hipóteses etiológicas, 

nosso grupo estuda o envolvimento de uma arteriopatia no surgimento e progressão da 

doença. Uma arteriopatia afetaria todo o sistema biliar, pois os ductos são nutridos 

exclusivamente por um PVP, podendo constituir elemento-chave na patogênese da AB, a qual 

então incluiria uma colangiopatia isquêmica. A determinação da existência desta 

colangiopatia isquêmica na AB, e sua associação com o prognóstico pós-portoenterostomia, 

pode possibilitar o desenvolvimento de novas terapêuticas por meio da modulação da 

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

 A presença de hipóxia em tecidos hepatobiliares, ajudaria a confirmar a existência de 

colangiopatia isquêmica na AB. Portanto, este estudo visa detectar e quantificar a presença de 

hipóxia em tecidos hepatobiliares de pacientes com AB, visando incrementar a compreensão 

teórica da patogenia  desta doença. 
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4. QUESTÃO DE PESQUISA 

 

Há evidências de isquemia em tecido hepatobiliar na AB, passíveis de detecção por 

meio da análise da expressão gênica dos fatores induzidos por hipóxia HIF-1α e HIF-2α? 
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5. HIPÓTESE 

 

Na AB, por ocasião da portoenterostomia, há evidências de isquemia em tecido 

hepatobiliar, detectável através da avaliação dos fatores induzidos por hipóxia HIF-1α e HIF-

2α. 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo Geral 

Estudar a presença de isquemia em tecidos hepatobiliares nos pacientes com AB através 

avaliação dos marcadores específicos de hipóxia HIF-1α e HIF-2α, buscando compreender a 

sua relação com  marcadores de gravidade da doença, tanto clínicos quanto laboratoriais, bem 

como com a evolução clínica dos pacientes após a portoenterostomia.   

 

6.2 Objetivos Específicos  

 Quantificar a expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α. 

 Estudar a associação entre a expressão gênica de HIF-1α com variáveis associadas à 

gravidade da AB, que afetam o prognóstico pós-portoenterostomia, incluindo idade 

por ocasião da portoenterostomia, extensão da reação ductular e a extensão da fibrose. 

 Relacionar a expressão gênica de HIF-1α com a razão entre a espessura de túnica 

média arterial e o diâmetro luminal (REDL). 

 Estudar a associação entre a expressão gênica de HIF-2α associadas à gravidade da 

AB que afetam o prognóstico pós-portoenterostomia.  

 Relacionar a expressão gênica de HIF-2α com a REDL. 

 Verificar a associação entre a expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α com outros dados 

clínico-laboratoriais. 

 Verificar a associação entre a expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α com a sobrevida 

do fígado nativo em 2 anos do pós-operatório 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)-1α and HIF-2α 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-1α and HIF-

2α 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-2α, were older and presented increased bilirubin serum levels. In the highest HIF-

2α/lowest VEGFR2 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
(1)

. Additionally, the extents of fibrosis and ductular reaction have been used to 

infer disease severity, and help predict postoperative outcomes
(2)

. Regardless of a timely 

portoenterostomy, BA induces cirrhosis by ongoing cholangiopathy, constituting the leading 

cause of pediatric liver transplantation
(3)

. An immune disorder induced by virus appears to be 

implicated in BA etiology
(4)

, 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
(5)

. 

Our group is interested in the putative role of an arteriopathy in BA etiology. Histology
(6, 7)

, 

morphometry
(8)

, arteriography
(9)

, ultrasound
(10)

,
 
and immunohistochemical studies

(11) 
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)-1α and HIF-2α, vascular endothelial growth factor A 

(VEGFA), and its receptors (VEGFRs), VEGFR1 and VEGFR2, 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
(12)

,
 
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 µg of RNA using a High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), following 

the manufacturer’s instructions. 
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qPCR 

The qPCR was performed using TaqMan® probes (shown in TABLE 1 with their 

respective amplicon sizes). Annealing temperature was 60ºC for every molecule. The PCR 

reaction was performed using TaqMan® 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
(13)

. Relative 

quantification was calculated using the 2
-ΔΔCT

 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 Clínicas 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-1α and HIF-2α 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-1α and HIF-2α expressions were 

strongly and positively correlated (rs=0.62; P<0.001), and HIF-1α 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-α 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-1α subset (n=20, 63% of 

BA) exhibited significantly higher gene expression than loHIF-1α (P<0.001), and gene 

expression in hiHIF-2α subset (n=19, 59% of BA) was higher than in loHIF-2α (P<0.001) 

(TABLE 4a, 4b). Patients in the hiHIF-1α subset had a median age of 66 (58.5–86.7) days at 

portoenterostomy, whereas those in the loHIF-1α were aged 51 (36.3–83.3) days (P=0.045). 

Levels of both TB and DB were significantly higher in hiHIF-1α than in loHIF-1α (P=0.005 

and P=0.037, respectively) (TABLE 4a). There were no differences in age or bilirubin levels 

at portoenterostomy between the hiHIF-2α and loHIF-2α subsets (TABLE 4b). CK19 gene 
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expression was lower in hiHIF-2α than in loHIF-2α 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 (rs=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-1α and loVEGFA subsets included essentially the same patients: only 

one infant in the loVEGFA subset was not included in hiHIF-1α (FIGURE 2). VEGFA 

expression correlated negatively with HIF-1α (rs=-0.62; P<0.001) and HIF-2α (rs=-0.40; 
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P=0.022) (TABLE 3). In the loVEGFA subset, HIF-1α and HIF-2α 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 (rs=0.81, P<0.001) and VEGFR2 (rs=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 (rs=-0.53, P=0.005) and DB (rs=-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-1α 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 

loVEGFR2 subset did not belong to loVEGFA, and three patients (13%) did not belong to 

hiHIF-1α (FIGURE 2). VEGFR2 expression correlated negatively with age (rs=-0.52, 

P=0.002), TB (rs=-0.54; P=0.004), and DB (rs=-0.58, P=0.001) (TABLE 3). Patients in the 

loVEGFR2 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
(14)

.
 
HIFs are heterodimeric transcription factors critical to 

oxygen homeostasis. Levels of HIF-1α and HIF-2α are downregulated in normoxic cells, but 

increase during hypoxia
(15)

,
 
when they translocate to the nucleus and induce transcription of 

hypoxia-inducible genes
(16)

.
 
They play a central role in diseases characterized by hypoxia-

ischemia
(17)

. Their overexpression generally results in increased transcription of VEGFA
(18)

, 

whose signaling represents the rate-limiting step to angiogenesis
(19)

. 

This study evaluated gene expression of HIF-1α, HIF-2α, 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
(20)

. 
 
 

Hepatic artery medial thickening (MT) has been reported in livers from BA patients
(6)

,
 
and Ho 

et al.
(7)

 proposed that it is indicative of an arteriopathy. Our group confirmed by morphometry 

that progressive MT occurs in BA
(8)

. 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
(21)

. 
 
 

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-1α is activated early in liver 

cells, inducing fibrosis
(22)

.
 
 

In the hypoxic liver, HIF-2α is expressed to a lesser extent than HIF-1α.
(23) 

In this study, HIF-

1α and HIF-2α expressions were strongly correlated (TABLE 3), and, when categorizing BA 

patients in relation to HIF expression subsets, we observed that the hiHIF-1α and hiHIF-2α 

subsets comprised virtually the same patients (FIGURE 2).
 

VEGFA participates in the response to hypoxia whenever induced by HIFs
(24)

.
 
Cirrhosis 

features increased expression of VEGFA, which induces angiogenesis, and VEGFA receptor 

blockade suppresses angiogenesis and associated fibrogenesis
(25)

.
  

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, loVEGFA and hiVEGFA (FIGURE 1d). Additionally, the 

loVEGFA subset included virtually the same patients as the hiHIF-1α and hiHIF-2α, with the 

most intense liver hypoxia (FIGURE 2). VEGFA was found to be negatively correlated with 

both HIF-1α and HIF-2α gene expression (TABLE 3). VEGFR2 expression behaved 

similarly to VEGFA: loVEGFR2 corresponded to the loVEGFA, hiHIF-1α, and hiHIF-2α 

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-1α/hiHIF-2α/loVEGFA/loVEGFR2 
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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
(26)

.
 
One

 
feature of PAH is an arteriole MT similar to that 

observed in BA
(27)

.
 
Blood flow abnormalities associated with secondary triggers, including 

inflammation, genetic predisposition, drugs and toxins are crucial for PAH development
(27, 28)

,
 

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
(29)

.
 
 

We focused on arterial vessels because, in a previous study of VEGFA immunolocalization in 

livers from patients with BA at portoenterostomy and transplantation
(11)

, we observed in 

explants a lobular pattern of VEGFA positivity characteristic of cirrhosis
(30)

,
 
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
(31)

. 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
(11)

,  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
(11)

. 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
(32)

,
 
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
(33)

. 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
(35)

.
 

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
(36)

. 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-1α/hiHIF-

2α/loVEGFA/loVEGFR2) (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-2α 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-2α, 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
(9)

 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
(19)

. 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-2α showed no associations with age, TB, or DB at 

portoenterostomy (TABLE 4b). HIF-1α and HIF-2α show some overlap between their target 

genes
(37)

,
 
and during embryogenesis, they offset one another in response to hypoxia. In adult 

angiogenesis, they display different roles: HIF-2α is triggered in chronic adaptation to 

hypoxia, while HIF-1α activity is amplified in the presence of acute hypoxia
(38, 39)

. In this 

study, the behavior of the hiHIF-2α subset, unrelated to age and bile flow impairment, may 

represent a nonspecific hypoxic response to chronic liver disease, while hiHIF-1α 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
(40, 41)

. In the present study, CK19 gene 

expression was lower in the hiHIF-2α and loVEGFR2 subsets. It was positively correlated 

with VEGFA expression, but no difference in CK19 was observed between the hiVEGFA and 

loVEGFA subsets.  
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Cholangiocytes and the PVP share interrelated behaviors. In the BDL model, they proliferate 

together
(35)

, while in BDL+HAL, PVP effacement induces hypoxic/ischemic injury of the 

biliary tree, resulting in decreased proliferation and increased apoptosis of cholangiocytes
(36)

. 

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
(42)

,
 
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
(12)

. 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
(33)

. 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
(43)

.
 
Recent studies have shown that blocking VEGFA expression in fact aggravates 

liver fibrosis
(44, 45)

. 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
(47)

.
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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 mRNA 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
(48)

, and the participation of the signaling by other molecules such as 

Notch and Hedgehog
(49)

. 

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-1α: P=0.001; b) HIF-2α: 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 

(loVEGFR2) 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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FIGURE 1 

 

 

FIGURE 2 
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TABLE 1- Probes used in this study 

 

Molecules Probes Size  (pb) 

HIF1α Hs00153153_m1 76 

HIF2α Hs01026149_m1 70 

VEGFA Hs00900055_m1 59 

VEGFR1 Hs01052961_m1 72 

VEGFR2 Hs00911700_m1 83 

CK19 Hs00761767_s1 116 

MCP1 Hs00234140_m1 101 

18S Hs01026310_m1 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 

 

P BA  

(n=32) 

Median (P25- P75) 

IHC  

(n=9) 

 Median (P25- P75) 

HIF-1α 3.2 (0.9 – 4.2) 0.8 (0.6 – 2.1) 0.001 

HIF-2α 3.6 (1.4 – 4.2) 1.1 (0.9 – 1.1) <0.001 

VEGFA 0.2 (0.2 – 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 

VEGFR2 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 

AGEP (days of 

life) 
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-1α HIF-2α VEGFA VEGFR1 VEGFR2 MCP1 CK19 TB DB 

 

HIF-2α 

0.62 

(<0.001) 

-        

 

VEGFA 

-0.62 

(<0.001) 

-0.40 

(0.022) 

-       

 

VEGFR1 

-0.39 

(0.029) 

-0.18 

(0.330) 

0.81 

(<0.001) 

-      

 

VEGFR2 

-0.47 

(0.007) 

-.320 

(0.074) 

0.62 

(<0.001) 

0.71 

(<0.001) 

-     

 

MCP1 

0.29 

(0.098) 

0.25 

(0.177) 

0.26 

(0.146) 

0.53 

(0.002) 

0.39 

(0.024) 

-    

 

CK19 

-0.15 

(0.414) 

-0.36 

(0.046) 

0.48 

(0.006) 

0.35 

(0.048) 

-0.01 

(0.975) 

0.09 

(0.644) 

-   

 

TB 

0.44 

(0.021) 

0.18 

(0.384) 

-0.51 

(0.007) 

-0.53 

(0.005) 

-0.54 

(0.004) 

-0.18 

(0.358) 

0.21 

(0.286) 

-  

 

DB 

0.26 

(0.179) 

0.01 

(0.983) 

-0.42 

(0.031) 

-0.50 

(0.008) 

-0.58 

(0.001) 

-0.20 

(0.315) 

0.28 

(0.164) 

0.91 

(<0.001) 

- 

 

AGEP 

0.33 

(0.070) 

0.04 

(0.850) 

-0.22 

(0.232) 

-0.29 

(0.102) 

-0.52 

(0.002) 

-0.09 

(0.621) 

0.19 

(0.285) 

0.49 

(0.009) 

0.47 

(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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

77 

 

 

TABLE 4- Comparison of biliary atresia subsets 

 

VARIABLES 

 

4a- HIF-1α 
P 

hi HIF-1α  

(n=20) 

 Median (P25- P75) 

lo HIF-1α 

(n=12) 

 Median (P25- P75) 

HIF-1α 3.7 (3.3-4.4)  0.8 (0.8-1.1)  <0.001 

HIF-2α 3.9 (3.4-4.3) 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 1.6 (1.2 – 2.3) 2.2 (1 – 3.8)  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 (5.4 – 9.2)  0.005 

DB (mg/dL) 6.8 (5.8 – 9.3)  5.4 (4.3 – 7)  0.037 

GGT (U/L) 731 (590.5 – 1246)  840 (576.5 – 1399)  1.000 

 4b- HIF-2α  

hi HIF-2α  

(n=19) 

 Median (P25- P75) 

lo HIF-2α 

(n=13) 

 Median (P25- P75) 

HIF-1α 3.8 (3.4-4.4)  1.1 (0.8-2.2)  <0.001 

HIF-2α 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)  3.8 (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 – 10.2)  0.071 

DB (mg/dL) 6.6 (5.4 – 9.3)  6.1 (4.3 – 7.7)  0.237 

GGT (U/L) 714 (584.5 – 1182)  1030.5 (576.5 – 1399)  0.366 

 4c- VEGFA  

lo VEGFA 

(n=21) 

 Median (P25- P75) 

hi VEGFA 

(n=11)  

 Median (P25- P75) 

HIF-1α 3.6 (3.2-4.4) 0.8 (0.8-1.1) <0.001 

HIF-2α 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 1.6 (1.1– 2.2) 2.2 (1.3 – 4.2) 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  

(n=23) 

 Median (P25- P75) 

hi VEGFR2  

(n=9) 

 Median (P25- P75) 

HIF-1α 3.6 (3.2-4.3) 0.7 (0.8-1.1) <0.001 

HIF-2α 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 – 2.3) 2.2 (1.3 – 4.4) 0.249 

CK19 0.9 (0.5 – 3.9)  3.8 (2.1 – 7.9) 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. 
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8. CONCLUSÕES 

 A expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α foi maior nos pacientes com AB em relação 

aos lactentes com CIH. 

 A expressão gênica de HIF-1α não se correlacionou com nenhuma das variáveis 

associadas à gravidade da doença, que afetam o prognóstico pós-portoenterostomia, 

incluindo idade por ocasião da portoenterostomia, extensão da reação ductular e a 

extensão da fibrose. 

 Não foi observada uma relação entre a expressão gênica de HIF-1α com a REDL. 

 A expressão gênica de HIF-2α correlacinou-se negativamente com a expressão de 

CK19.  

 A expressão gênica de HIF-2α não se correlacionou com a REDL. 

 Apenas a expressão gênica de HIF-1α correlacionou-se positivamente com os níveis 

de BT.  

 Não foi observado uma associação entre a expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α com 

a sobrevida do fígado nativo em 2 anos do pós-operatório da portoenterostomia. 

 Pacientes com hiHIF-1α eram mais velhos por ocasião da portoenterostomia e 

apresentaram níveis mais altos de BT e BD. 

 Pacientes com loHIF-2α apresentaram níveis de expressão mais elevados de CK19. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 Devido à etiologia da AB ainda não estar totalmente elucidada e o fato de termos 

observado, a nível molecular, hipóxia no tecido hepático destes pacientes, se faz necessário 

outras técninas com o objetivo de confirmar estes achados. Além disso, são necessárias mais 

pesquisas para elucidar o envolvimento de células inflamatórias, incluindo os macrófagos, 

bem como de outras vias angiogênicas alternativas. O estudo de outras vias alternativas que 

confirmem este processo hipóxico/isquêmico pode ajudar a incrementar a compreensão 

teórica da patogenia desta doença. 
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ANEXOS 

Anexo I -  Termo de Compromisso para Utilização de Material Biológico e 

Informações Associadas 

 

 

 

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos 

pacientes cujos materiais biológicos estão mantidos em biorepositórios, bem como de suas 

respectivas informações associadas, contidas em prontuários e bases de dados do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, que estas informações serão utilizadas 

única e exclusivamente para execução do presente projeto. As informações somente poderão 

ser divulgadas de forma anônima. 

 

Porto Alegre, ___ de ___________ de 20__. 

Nome dos Pesquisadores Assinatura 
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Anexo II - Alerta Amarelo 
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APÊNDICE 

Apêndice I – Material Suplementar 

 

 Os dados apresentados a seguir não constam no artigo original. 

MATERIAIS E MÉTODOS  

Delineamento do Estudo  

 O estudo proposto é uma coorte de série de casos controlado, avaliando material 

histológico coletado por ocasião da laparotomia exploratória, e guardado tanto sob 

ultracongelação quanto parafinizado de pacientes com AB e com CIH. Os responsáveis pelas 

crianças, cujo material biológico foi analisado neste estudo, assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) permitindo sua análise na pesquisa. (APÊNDICE 

II) 

 

Critérios de Inclusão 

 Colestase neonatal, por ocasião da laparotomia exploratória; 

 Idade de no máximo 120 dias de vida; 

 AB sem malformações extra-hepáticas associadas, e sem IgM positivo para CMV no 

soro; 

 Presença de tecido ultracongelado no banco de tecidos do Laboratório Experimental 

de Hepatologia e Gastroenterologia (LEHG). 
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Critérios de Exclusão 

 Não consentimento dos pais ou responsáveis através do TCLE; 

 Nutrição Parenteral Total; 

 Infecção Aguda; 

 Material insuficiente para as análises. 

 

Variáveis em estudo 

 Expressão gênica de HIF-1α e HIF-2α  

 Variáveis associadas com a gravidade da AB: 

o Idade por ocasião da portoenterostomia. 

o Variáveis laboratoriais indicativas do grau de obstrução biliar por ocasião da 

portoenterostomia: BT, BD, GGT. 

o Variáveis avaliadas por método morfométrico: 

 Área de PCK7. 

 Extensão do depósito de colágeno. 

o Variáveis avaliadas por análise molecular (expressão gênica): 

 MCP1 (grau de fibrogênese biliar); 

 CK19 (quantificação de tecido com fenótipo biliar). 

 Variável associada ao espessamento da túnica média arterial (por morfometria: 

 REDL. 

 Prognóstico pós-portoenterostomia: 

 Sobrevida do fígado nativo em 2 anos. 
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Avaliações morfométricas das variáveis histológicas  

 Secções de 5 μm de espessura das amostras parafinizadas foram obtidas para a 

coloração com hematoxilina e eosina, e picrossírius e submetidas à imunoistoquímica para 

marcar citoqueratina 7 (CK7; Dako, Glostrup, Dinamarca; diluição, 1:100).   

 

Descrição do equipamento e calibração 

As imagens foram capturadas em um microscópio de pesquisa Zeiss modelo Axioskop 

40 (Oberkohen, Alemanha), equipado com módulo de polarização e óptica neofluar, acoplado 

a videocâmera Retiga 2000R (QImaging, British Columbia, Canada) e software de análise de 

imagem (Image Pro Plus 6.0, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) em microcompudador 

padrão IBM-PC. O sistema foi calibrado antes de cada sessão através do método de Koehler 

(198), calibração da intensidade de iluminação, abertura de diafragma do condensador do 

microscópio e ajuste manual de branco (white balance) da videocâmera.  

 

Aquisição de imagens    

 Foram obtidas até dez imagens capturadas de forma aleatória e sequencial para evitar 

sobreposição de áreas. Todas as imagens foram capturadas em 200X e gravadas em formato 

TIFF sem compressão. As imagens da microscopia foram obtidas através da aquisição 

sequencial de imagens com ajustes de calibração fixos de tempos de aquisição da 

videocâmera determinados por controle por software.  
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Mensuração das imagens – Imunoistoquímica e Picrossírius 

Cada lâmina 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). 

 

Cálculos morfométricos 

 

 REDL 

 Para cada vaso, a espessura da túnica média foi calculada como a média de 6 

mensurações da parede vascular, em micrômetros, cada uma delas obtida por uma linha 

traçada na direção do centro do vaso e conectando um ponto localizado na interface média-

adventícia e outro situado na interface média-íntima. O diâmetro luminal foi calculado como a 

média das medidas de comprimento de 2 linhas, cada qual traçada entre 2 pontos opostos 

localizados na interface média-íntima e medindo o maior e o menor diâmetros. O valor de 

REDL, consistindo na razão espessura da túnica média/diâmetro 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 túnica média arterial e diâmetro luminal (200x). 

 

 Área de positividade do CK7 

  As áreas CK7 positivas foram marcadas e a cada lâmina foi feita a medida da área total 

em micrômetros. Posteriormente foi obtida a média das medidas das 10 imagens e os valores 

transformados de micrômetros para milímetros para melhor visualização dos resultados. 

 

Figura 6 - Medida da área positividade para citoqueratina 7 (200x). 
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 Extensão do depósito de colágeno (área de fibrose) 

 As regiões de positividade para picrossírius nos espaços porta e septos fibrosos foram 

selecionadas aleatoriamente, evitando a área subcapsular. Em cada lâmina foi feita a medida 

da área total em micrômetros e, posteriormente foi realizada a média das medidas das 10 

imagens. Os valores obtidos foram transformados de micrômetros para milímetros para 

melhor visualização dos resultados. 

 

Figura 7 - Área de positividade para fibrose. 7a- imagem picrossírius 7b- imagem 

marcada (200x). 

 

Análise do prognóstico pós-portoenterostomia  

 O prognóstico pós-portoenterostomia foi analisado segundo o desfecho sobrevida do 

fígado nativo em 2 anos, analisada segundo a ocorrência ou não de óbito e/ou TxH. Os dados 

clínicos foram coletados pelos autores do estudo através de revisão do Banco de Dados 

Clínicos do Setor de Hepatologia Pediátrica do Serviço de Pediatria do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre (HCPA). 
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Locais  

 A análise do material hepático foi realizada, na sua maioria, no LEHG, e teve como 

locais de apoio a Unidade de Análises Moleculares e de Proteínas (UAMP), Laboratório de 

Patologia do Centro de Pesquisas Experimental do HCPA e o Centro de Terapia Gênica 

(CTG) do Centro de Pesquisa do HCPA. O Setor de Hepatologia Pediátrica do Serviço de 

Pediatria do HCPA disponibilizou o Banco de Dados dos pacientes em estudo. As análises 

morfométricas foram realizadas no Serviço de Patologia Clínica do Hospital São Lucas da 

Pontífica Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS).  

 

Aspectos Éticos  

 O projeto Arteriopatia na Atresia Biliar, no qual se insere este estudo, já foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do GPPG do HCPA (projeto 07-479). Devido à utilização 

dos prontuários dos pacientes, o Termo de Compromisso para Utilização de Material 

Biológico e Informações Associadas  foi preenchido (ANEXO I). Em relação ao material 

armazenado no Banco de Tecidos foi preenchido o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido pelos responsáveis dos pacientes (APÊNDICE II). Este projeto está de acordo 

com a Resolução 466/2012 das Boas Práticas Clínicas do Conselho Nacional de Saúde 

envolvendo Seres Humanos. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do 

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

Variáveis avaliadas por estudo morfométrico 

Quanto às mensurações morfométricas, a mediana da área de colágeno 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 

diferença significativa (P<0,001). A área 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 não apresentou diferença estatística entre os grupos. (Tabela 3) 

 

Tabela 3 - Comparação entre atresia biliar e colestase intra-hepática em relação às 

variáveis em estudo 

 

VARIÁVEIS 

 

P 
AB 

(n=32) 

Mediana (P25- P75) 

CIH  

(n=9) 

 Mediana (P25- P75) 

 

Área de colágeno (mm) 40 (20,5 - 58,9)      2,7 (2,6 - 11,6) <0,001 

Área de PCK7 (mm) 9,2 (4,6 - 17,8)         2,5 (1,6 -6,4) 0,006 

REDL (µm) 0,6 (0,4 - 0,8)        0,6 (0,6 - 0,8) 0,402 

Estatística- Teste de Mann-Whitney. Abreviaturas: AB: atresia biliar; CIH: colestase intra-

hepática; PCK: positividade de citoqueratina; REDL: razão da espessura da túnica média 

arterial/diâmetro luminal. 
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Nenhuma correlação adicional foi observada com o comportamento de variáveis 

associadas à gravidade da doença, incluindo as medidas morfométricas áreas de colágeno e 

área de PCK7. REDL também não apresentou relação com a expressão gênica de HIF-1α ou 

HIF-2α. (Tabela 4)  

 

 

 

Tabela 4 – Correlação entre as variáveis em estudo considerando pacientes com atresia 

biliar 

Variáveis 

HIF-1α 

HIF-

2α MCP1 CK19 

 

Idade BT BD GGT 

Área de 

Colágeno 

Área 

de  

PCK7 

 Área de 

Colágeno 

-0,06 

(0,774) 

0,25 

(0,273) 

0,09 

(0,669) 

0,23 

(0,294) 

-0,14 

(0,522) 

-0,01 

(0,964) 

-0,14 

(0,537) 

-0,31 

(0,164) 

-  

Área de 

PCK7 

0,12 

(0,597) 

0,09 

(0,687) 

-0,31 

(0,167) 

0,45 

(0,038) 

0,39 

(0,073) 

0,15 

(0,509) 

0,17 

(0,436) 

0,16 

(0,474) 

0,28 

(0,220) 

- 

REDL -0,19 

(0,351) 

-0,19 

(0,356) 

0,17 

(0,439) 

-0,11 

(0,595) 

-0,35 

(0,091) 

-0,43 

(0,036) 

-0,52 

(0,009) 

0,34 

(0,099) 

0,27 

(0,224) 

-0,08 

(0,726) 

 Estatística: Correlação de Spearman. Em cada célula, os dados são apresentados pela 

correlação de Spearman e sua significância estatística (parênteses). (-) correlação do 

parâmetro com ele mesmo. Abreviaturas: HIF: fator induzido por hipóxia; MCP: proteína 

quimiotática de monócitos; PCK: positividade de citoqueratina; BT: bilirrubina total; BD: 

bilirrubina direta; GGT: gama glutamil transferase; REDL: razão da espessura da túnica 

média arterial/diâmetro luminal. 
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  Marcadores de gravidade da doença  

Os demais marcadores de gravidade da doença, avaliadas por análise morfométrica 

(extensões da fibrose e da reação ductular, e REDL) não apresentaram diferenças nos 

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

Tabela 5 - Comparação entre os subgrupos de atresia biliar 

 

VARIÁVEIS 

5a- HIF-1α 

P hi HIF-1α  

(n=20) 

 Mediana (P25- P75) 

lo HIF-1α 

(n=12) 

 Mediana (P25- P75) 

HIF-1α 3,7 (3,3 - 4,4)  0,8 (0,8 - 1,1)  <0,001 

HIF-2α 3,9 (3,4 - 4,3) 1,3 (1,2 - 2,1) 0,003 

Área de colágeno (mm) 36,5 (1,6 - 12,7) 40,0 (28,1 - 58,9) 0,644 

Área de PCK7 (mm) 9,9 (4,5 - 18,0) 8,5 (5,3 - 19,3) 0,664 

REDL (µm) 0,50 (0,3 - 0,7) 0,5 (0,4 - 0,9) 0,253 

  

5b- HIF-2α 

 

hi HIF-2α  

(n=19) 

 Mediana (P25- P75) 

lo HIF-2α 

(n=13) 

 Mediana (P25- P75) 

HIF-1α 3,8 (3,4 - 4,4)  1,1 (0,8 - 2,2)  <0,001 

HIF-2α 4,0 (3,7 - 4,3)  1,3 (1,2 - 1,9)  <0,001 

Área de colágeno (mm) 37,9 (19,1 - 149,1)    40,0 (20,5 - 49,7) 0,742 

Área de PCK7 (mm)          9,6 (4,9 - 16,9)        8,8 (4,4 - 22,3) 0,843 

REDL (µm)           0,4 (0,3 - 0,7)      0,5 (0,4 - 0,9) 0,107 

Estatística- Teste de Mann-Whitney. Abreviaturas: AB: atresia biliar; HIF: fator induzido 

por hipóxia; PCK: positividade de citoqueratina; REDL: razão da espessura da túnica 

média arterial/diâmetro luminal. 
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Sobrevida do fígado nativo em 2 anos pós 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 à cirurgia depois de 91 dias de vida. A sobrevida 

do fígado nativo, levando em consideração óbito e/ou TxH, destes pacientes foi em torno de  

50% até o final do estudo. (Figura 8) 

 

Figura 8 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos. Estatística: Kaplan-Meier. 

Quando avaliada a curva de sobrevida do fígado nativo em 2 anos em relação a 

expressão gênica dos subgrupos de HIF-1α (Figura 9) e HIF-2α (Figura 10), não foram 

observadas diferenças estatísticas.  

 



 

115 

 

       

Figura 9 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos conforme expressão gênica de 

HIF-2α. Estatística: Kaplan-Meier. 

      

Figura 10 - Sobrevida com o figado nativo em 2 anos conforme expressão gênica de 

HIF-1α. Estatística: Kaplan-Meier. 
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DISCUSSÃO 

  O método de análise da extensão da deposição de colágeno marcado por picrossírius 

(21) e mensurado por morfometria, utilizado neste estudo, demonstrou que os pacientes com 

AB apresentavam maior intensidade de fibrose que os lactentes com CIH.  A intensidade da 

fibrogênese associa-se à gravidade da doença hepática e estes dados eram esperados, pois a 

AB apresenta um comportamento especialmente agressivo em relação à fibrose (129). Porém, 

surpreendentemente a análise digital da extensão da fibrose não correlacionou-se com a 

expressão gênica dos HIFs neste estudo.  

Moon et al. (2009) testaram a hipótese de que HIF-1α é ativado no fígado durante lesão 

crônica e regula a expressão de proteínas pró-fibróticas. Para tal experimento, foi utilizado um 

modelo animal de LDB e verificado um acúmulo de HIF-1α após 3 dias da LDB indicando 

hipóxia, antecendendo a instalação da fibrose. Os autores sugeriram que HIF-1α regula a ação 

de uma série de mediadores pró-fibróticos e, portanto, serve como o elo crítico entre a lesão 

hepática crônica e o início da fibrose.  É possível que, precocemente, no momento da 

portoenterostomia, a associação entre a expressão do HIF e a extensão de fibrose ainda não 

seja evidente, vindo a ocorrer a posteriori. Por outro lado, estes dados sugerem que a maior 

parte da hipóxia detectada nos pacientes com AB não é secundária à extensão da fibrose 

hepática.  

Por outro lado, a área de PCK7, avaliada por morfometria, indicadora da extensão da 

reação ductular, foi maior nos pacientes com AB em comparação à CIH. Em estudo anterior 

do nosso grupo, a extensão morfométrica da reação ductular, e não a extensão da fibrose, 

serviu para indicar a sobrevida do fígado nativo em 1 ano (7). Esse dado pode ser explicado 
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pelo fato de que a reação ductular antecede e induz a fibrogênese hepática, sendo sua maior 

extensão identificável mais precocemente (199).  

Nosso grupo está interessado no suposto papel de uma arteriopatia no desenvolvimento 

da AB, trabalhando com a hipótese de que uma colangiopatia isquêmica (8) que poderia 

participar da etiologia da AB. Neste cenário, AB compreenderia um colangite esclerosante 

secundária (200). O espessamento da túnica média da artéria hepática nos espaços 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 característica 

da doença. Em 2005, o nosso grupo, utilizando a análise de imagem digital, confirmou a 

presença de um espessamento da túnica média da artéria hepática, progressiva por ocasião da 

portoenterostomia até o TxH, espalhando-se do porta hepatis para a periferia do órgão e, 

aparentemente, relacionada com o desaparecimento dos ductos biliares interlobulares (7). 

Uflacker & Pariente (2004) avaliando pela arteriografia o fígado de crianças com AB, 

detectaram artérias com irregularidades no contorno, incluindo o revestimento, estenoses, 

dilatação e angulação, e imagens sugestivas de obstrução periférica. Além disso, “tufos 

vasculares” foram observados nos espaços porta destes pacientes. Em modelo animal 

espontâneo de AB (89), observaram em cordeiros um espessamento medial dos ramos da 

artéria hepática na avaliação histológica hepática dos animais afetados.   

A presença de uma arteriopatia pode perturbar todo o sistema hepatobiliar, já que os 

ductos biliares, paredes vasculares e nervos são alimentados por uma rede de ramos da artéria 

hepática chamado PVP, e do fluxo sanguíneo arterial inadequada levando a colangiopatia 

isquêmica (8). Nosso grupo em 2011 observou a imunolocalização do VEGFA e seus 

receptores VEGFR1 e VEGFR2 em pacientes com AB, comparando com pacientes com CIH. 
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A imunolocalização do VEGFA nos pacientes com AB foi portal característica, envolvendo 

artérias e ductos biliares, além de expressar-se na parede arterial e nos ductos biliares 

remanescentes no porta hepatis destes pacientes. Ainda, a imunolocalização do VEGFA em 

estruturas portais, correlacionou-se com o espessamento da túnica média arterial (11). Em 

2014, nosso grupo observou uma expressão gênica aumentada das moléculas angiogênicas 

angiopoietinas 1 e 2 nos pacientes com AB, além de uma correlação desta expressão com a 

espessura da túnica média arterial (12). No presente estudo, não encontramos correlação entre 

características moleculares de hipóxia e espessamento da túnica média em pacientes com AB, 

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

Na AB há uma degradação progressiva do fígado, sendo que a idade por ocasião da 

portoenterostomia afeta os resultados pós-operatórios (1, 22, 28). Uma idade superando 60 

dias de vida, segundo a maioria dos autores, pode encurtar a sobrevida do fígado 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 comparação com 

os dados anteriormente obtidos por nosso grupo em relação ao tempo de encaminhamento de 

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

A expressão gênica dos HIFs por ocasião da portoenterostomia pareceu não se 

relacionar à sobrevida do fígado nativo e isto é surpreendente, considerando os efeitos 

deletérios da hipóxia crônica sobre os tecidos hepatobiliares. Isto, porém, pode se dever ao 

fato de que os subgrupos de expressão dos HIFs não representam variantes distintas, 

estanques, de AB, mas sim que a hipóxia ocorra em todos, ou quase todos, os pacientes com 

AB no decorrer do tempo, deteriorando de forma progressiva as estruturas biliares, 
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independente do momento da desobstrução ao fluxo biliar. Esta explicação é reforçada pela 

existência de uma relação entre a idade na portoenterostomia e  maior ou menor expressão do 

HIF-1α.  

Uma das limitações do nosso estudo é o pequeno número de pacientes com AB, dada à 

raridade da doença e o fato deste trabalho ter sido realizado apenas por um centro de 

referência. Além disso, inicialmente tínhamos como objetivo avaliar em nível protéico 

(quantificação por western blot da fração nuclear dos HIFs) e por imunoistoquímica 

(expressão nuclear das proteínas HIFs) o comportamento dos marcadores de hipóxia em 

estudo. Porém, a pouca quantidade de material ultracongelado (para as análises protéicas) e as 

dificuldades técnicas encontradas na imunoistoquímica impossibilitaram a realização dessas 

etapas adicionais de investigação, assim restringindo conclusões mais definitivas.  

Em conclusão, neste estudo observamos que na AB ocorre hipóxia tecidual hepática. 

A maior expressão gênica do HIF-1α, marcador de hipóxia, ocorreu em pacientes mais velhos 

e com características laboratoriais de obstrução biliar mais intensa. Por outro lado, o aumento 

da expressão do HIF-2α, e aparentemente do HIF-1α, associaram-se à menor expressão de 

CK19, marcador de colangiócitos. Os dados sugerem a existência de hipóxia tecidual 

progressiva nos fígados afetados pela AB, associada ao desaparecimento de ductos biliares e à 

piora do quadro obstrutivo biliar. 
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Apêndice II  

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Seu filho está sendo convidado a participar de um estudo sobre ARTERIOPATIA NA 

ATRESIA BILIAR E SUA RELAÇÃO COM PROGNÓSTICO PÓS-

PORTOENTEROSTOMIA  a ser realizado no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). 

A participação de seu filho neste estudo implicará na coleta de materiais biológicos que serão 

posteriormente analisados em suas diversas características. Como já é do seu conhecimento, 

seu filho é portador do diagnóstico colestase neonatal, necessitando um procedimento 

cirúrgico para diagnosticar Atresia Biliar. 

Se você aceitar que seu filho participe do estudo, será realizada uma coleta de material 

durante este procedimento cirúrgico indicado para seu filho. A coleta será realizada da 

seguinte forma: durante o procedimento cirúrgico a que seu filho será submetido, sob 

anestesia geral, uma pequena parte do material normalmente coletado, uma amostra de fígado, 

será utilizado para esta pesquisa. Este procedimento envolve alguns riscos e desconfortos, tais 

como um risco potencial de sangramento no fígado, embora a coleta seja realizada 

independentemente desta pesquisa. Esta pequena quantidade de material coletado para a 

pesquisa não afetará a saúde do seu filho. Este estudo poderá trazer algum benefício para o 

seu filho, pois estuda os processos causadores da doença, podendo ajudar no desenvolvimento 

de novos tratamentos, além de auxiliar no melhor entendimento dos mecanismos da Atresia 

Biliar.   

A participação de seu filho é voluntária e você poderá aceitar ou não este convite, sem 

qualquer repercussão no atendimento assistencial que ele possa estar recebendo no HCPA. Se 

você autorizar, o material biológico coletado será armazenado por um período de 10 anos. 

Após este prazo, caso ainda exista interesse em manter este material armazenado, você será 

novamente contatado para solicitar uma nova autorização.  Durante este período em que o 

material estiver armazenado, caso exista oportunidade de que os pesquisadores utilizem esta 

amostra em nova pesquisa, você será contatado para ser informado sobre esta nova utilização 

do material e consentir novamente com o uso deste material.  

Da mesma maneira como nesta pesquisa, se você não autorizar o uso do material para novas 

pesquisas, não haverá prejuízo no atendimento assistencial de seu filho no HCPA.  

Mesmo se você autorizar poderá retirar esta sua autorização, sem necessidade de justificar sua 

decisão ou repercussão no tratamento de seu filho. Isto significa que todos os dados gerados a 

partir deste momento não mais poderão ser utilizados pelos pesquisadores e que os materiais 

biológicos ainda armazenados serão descartados. 

Todos os dados de identificação pessoal de você e de seu filho não serão divulgados,  

Rubrica responsável: _________                     Rubrica pesquisador: ________ 
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permanecendo confidenciais. Os demais dados serão utilizados para fins científicos.  

O pesquisador responsável pela condução deste projeto é o Prof. Jorge Luiz dos Santos, que 

pode ser contactado pelo telefone 51-33598847. Este projeto foi submetido e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), que também 

pode ser acessado (51-33598304) no caso de necessitar algum esclarecimento. A seguir são 

feitas algumas perguntas no sentido de verificar o que você está autorizando: 

1) Você autoriza a coleta de quais materiais biológicos? 

Material Biológico a ser coletado sim não 

Tecido do fígado   

Tecido de vias biliares   

 

2) Você deseja saber os resultados dos exames realizados com os materiais biológicos 

coletados de seu filho?    (  )Sim    (  )Não  

3) Você autoriza o contato da equipe de pesquisa para solicitar o uso futuro do material 

biológico e das informações associadas para outros estudos a serem realizados?  ( )Sim ( )Não 

 

Eu______________________________________________, responsável legal pelo paciente 

______________________________________________________, declaro que li e 

compreendi as informações que me foram fornecidas,  que as minhas dúvidas foram 

esclarecidas e que uma cópia deste TCLE me foi entregue. 

Assinatura:_______________________________   

Data: ________/_______/_______ 

 

Pesquisador que obteve o TCLE 

Nome:__________________________________________________________ 

Assinatura:_______________________________  

Data: ________/_______/_______ 

 


