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LISTA DE ABREVIATURAS

AB - Atresia Biliar

TxH — Transplante hepatico

CIH - Colestase Intra-Hepatica

ETM - Espessamento de Tunica Média

VEGF A - Fator de Crescimento Endotelial Vascular A
ANGL1 - Angiopoietina 1

ANG2 — Angiopoietina 2

TIE2 — Receptor TIE 2

PCR — Reacdo da Cadeia da Polimerase

RT-PCRq - PCR quantitativo em tempo real

CKY7 - Citoqueratina 7

PCK7 - Porcentagem de positividade de citoqueratina 7
FIB — Extens&o de fibrose

PICRO - Picrossirius

HE — Hematoxilina e Eosina

GGT ou Gama-GT — Gamaglutamiltransferase/gamaglutamiltranspeptidase
FA - Fosfatase alcalina

BD - Bilirrubina direta

Bl — Bilirrubina indireta

BT — Bilirrubina total

DHC - Doenca hepatica cronica

FN — Figado nativo

SFN - Sobrevida do figado nativo



RESUMO

Introducdo- A Atresia biliar (AB) caracteriza-se por obstrucdo das vias biliares
extra-hepaticas e por colangiopatia progressiva, que a despeito de tentativas cirdrgicas
de restabelecimento do fluxo biliar, evolui com comprometimento intra-hepético, o qual
culmina com o desenvolvimento de insuficiéncia cronica do figado e cirrose. A
etiopatogenia da AB permanece obscura. Nosso grupo investiga o papel de uma
arteriopatia na doenga. Em estudos anteriores observamos, por morfometria, a
presenca de espessamento de tUnica média (ETM) arterial associado a rarefacéo
biliar, e a expressdo de VEGF A, marcador de hipoxia, em estruturas portais,
incluindo tunica media arterial e ductos biliares. Este estudo teve por objetivo avaliar
a expressdo das angiopoietinas 1 e 2 (ANG1 e ANG2) e de seu receptor TIE2,
envolvidos na maturagdo da parede arterial, em figados de pacientes com AB,
correlacionando-a com variaveis histoldgicas de gravidade, incluindo espessamento
de parede dos ramos arteriais intra-hepaticos e comparando-0s com uma amostra de
figados de pacientes com colestase intra-hepatica.. Métodos- A expressdao das
angiopoietinas e seu receptor foi avaliada por RT-PCRq em amostras de figado sob
ultracongelacdo, obtidas no momento da laparotomia exploradora realizada durante a
portoenterostomia (22 pacientes com AB) ou biopsia hepatica em cunha (9 pacientes
com colestase intra-hepética). O gene normalizador foi o S18. O valor da ETM foi
obtido pela razdo “espessura de tunica media/diametro luminal”, calculada por
analise morfométrica em 10 imagens/caso obtidas de laminas coradas com HE, a
partir de amostras hepaticas parafinizadas coletadas durante 0 mesmo procedimento.
Outras variaveis morfométricas relacionadas a gravidade histoldgica (porcentagem
de positividade de citoqueratina7 e extensdo de fibrose) e clinica (idade por ocasido
da laparotomia) foram também avaliadas. A morfometria foi realizada com os
softwares Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics Inc. Rockville, MD/USA), e
Adobe® Photoshop® CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc. San Jose, CA/USA).
Resultados- N&o houve diferencas nas expressdes das moléculas em estudo entre
pacientes com AB e CIH. Porém, exclusivamente na AB, houve correlagdo positiva
moderada entre a expressao das angiopoietinas com o ETM (ANGL1 r- 0,58; P- 0,013.
ANG2 r- 0,52; P- 0,032). A expressdo das angiopoietinas correlacionou-se
negativamente com a de TIE2 (ANGL1 r- 0,73; P< 0,001. ANG2 r- 0,54; P- 0,007).
N&o houve correlacdo das expressdes dos marcadores angiogénicos com as demais

varidveis de gravidade da doenca. Conclusdes- As angiopoietinas 1 e 2 relacionam-
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se a0 ETM que ocorre na AB, de maneira independente da gravidade histoldgica e

clinica da doenca, e ha correlacdo inversa entre suas expressdes e a de seu receptor.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 ATRESIA BILIAR

A Atresia Biliar (AB) é uma doenca hepatica infantil em que ha a oclusdo
completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepéticas, associada a uma
colangiopatia persistente e progressiva em ductos biliares intra-hepaticos™ 2. A
existéncia desta colangiopatia faz com que, apesar da desobstrucao das vias biliares
extra-hepaticas por meio de uma portoenterostomia, permaneca um processo lesivo
biliar que leva a continuadas ativacdo e proliferagdo de fibroblastos, cirrose e a
insuficiéncia hepatica cronica, tornando a AB a causa mais frequente de transplante
hepatico (TxH) infantil. A AB é uma doenca relativamente rara, exclusiva do periodo

34 sendo mais

neonatal, que atinge cerca de 1:18000 até 1:5000 nascidos vivos
incidente em paises asiaticos e no sexo feminino™ °.

ApoOs a portoenterostomia, mesmo com um tratamento ideal, somente um terco
dos pacientes sobrevive com seu proprio figado (sobrevida do figado nativo, SFN)
até a idade adulta, e dois tercos vém a necessitar de transplante hepatico durante a
infancia e a adolescéncia. Quando a portoenterostomia ndo tem sucesso em produzir
um adequado fluxo biliar, a SFN costuma néo ultrapassar dois anos de idade. Varios
fatores afetam a SFN, sendo alguns deles intrinsecos ao paciente, tais como a
presenca de malformagdes extra-hepaticas associadas, enquanto outros dependem da
gualidade do atendimento de saude, o que inclui fatores como a idade do
encaminhamento das criancas ao centro especializado para tratamento e a
experiéncia do servico médico-hospitalar no atendimento & AB’. No Reino Unido,
Davenport et al. (2004) observaram que a centralizacdo do atendimento em
determinados locais com maior experiéncia no tratamento da doenca interferiu
positivamente nos niveis de SFN*. Diversos estudos apontam que quanto mais cedo a
intervencéo cirtrgica ocorre, maior a sobrevida com o figado nativo®. No Rio Grande
do Sul, Kieling et al. (2008) observaram atraso no encaminhamento para a
portoenterostomia e que 0s pacientes mais prejudicados sdo os originarios do interior
do Estado®. No Brasil, em um estudo multicéntrico, Carvalho et al. (2010)
verificaram que, apesar de o diagndstico estar mais precoce na Ultima década, o
encaminhamento as cirurgias de tratamento em centros especializados continua
tardio, 0 que resulta em um pior prognéstico para os pacientes com AB em nosso
pais™.
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1.2 DIAGNOSTICO

A AB produz colestase no periodo neonatal. A colestase caracteriza-se por
retencdo no figado dos compostos normalmente excretados pela bile, incluindo
bilirrubinas de reacdo direta (BD), cujo aumento no soro € facilmente identificavel
por testes laboratoriais. Niveis séricos BD> 2mg/dL; ou BD> 1mg/dL quando a BT
(bilirrubina total) for < 5mg/dL; ou ainda, se a BT for > 5mg/dL, a presenga de BD>
20% do total, sugerem colestase. Na colestase, em geral, ha variados graus de
hipocolia e até mesmo acolia. Na AB, por haver obstrucdo biliar completa, ha acolia
persistente, e, em fungdo do refluxo da BD do sangue & urina, produz-se coluria.
Hepatoesplenomegalia sdo frequentes, mesmo no inicio do quadro clinico. Em
funcdo da lesdo biliar e do refluxo de compostos biliares para o sangue ha, também,
aumento significativo de gamaglutamiltransferase (GGT) e de fosfatase alcalina (FA)
no soro.

O “padrdo-ouro” para diagnéstico da AB continua sendo a bidpsia hepatica. Na
biopsia, além dos achados inespecificos caracteristicos de colestase neonatal,
observam-se: expansao portal, tampfes de pigmento biliar na luz das estruturas
biliares intra-hepaticas, reacdo ductular, além de fibrose precoce® 2.

Até o presente momento, o tratamento da AB é cirdrgico. Morio Kasai (1959)

descreveu a portoenterostomia hepatica para os diversos tipos de atresias biliares™.

1.3 TRATAMENTO E PROGNOSTICO POS-PORTOENTEROSTOMIA
O procedimento, que foi denominado cirurgia de Kasai em homenagem ao seu
inventor, consiste em excisdo cirurgica das vias biliares atrésicas até o porta hepatis

com anastomose deste a uma alca longa de jejuno em Y de Roux (figura 1)*.
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Figura 1: Passos da portoenterostomia hepatica, segundo Kasai. Fonte: Kasai (1968).

O reestabelecimento do fluxo biliar apés a portoenterostomia, avaliado pela
normalizacdo ou reducéo parcial dos niveis de bilirrubina sérica’, e a melhora dos
sinais clinicos sdo indicios de sucesso na realizacdo da cirurgia. A auséncia de
ictericia ou niveis de BT< 2mgdL nos primeiros trés a seis meses pos-
portoenterostomia indicam maior SFN.

Entretanto, Ohi et al. observaram, em um estudo longitudinal, que muitos dos
pacientes operados com sucesso pela portoenterostomia desenvolviam hipertenséo
portal e varizes esofagicas™.

A idade de realizacdo do procedimento cirdrgico tem importantes implicacfes
prognosticas. No nosso meio, Kieling et al., em um estudo publicado em 2008, avaliou
uma populacdo de 112 casos de atresia biliar no qual notou que a idade em que os
pacientes sdo operados € determinante para uma maior sobrevida com o figado
nativo e, também, que a idade que os pacientes do interior sdo encaminhados ao
hospital é significativamente maior quando comparada a idade de encaminhamento
dos pacientes da regido metropolitana de Porto Alegre. A sobrevida do total de
pacientes foi de 46,2% em dois anos e diminui progressivamente ao passar dos anos,

chegando a 15,3% em 20 anos.
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O diagndstico precoce da colestase neonatal, que possibilita a diferenciacdo de
causas intra e extra-hepaticas da doenca, e a idade da portoenterostomia sdo itens
fundamentais para prolongar a sobrevida do figado nativo, o que € de extrema
importancia para retardar a necessidade de um transplante hepatico.

Mais de 80% dos pacientes com AB que apresentam fluxo biliar adequado
sobrevivem mais de 10 anos com seu préprio figado e com uma boa qualidade de
vida.lG' 17

O prognostico pés-cirdrgico da portoenterostomia, depende de uma série de
fatores, alguns inerentes as caracteristicas individuais do paciente, outros
dependentes do atendimento de salde recebido pelo enfermo (Quadro 1).

Quadro 1: Fatores associados ao prognostico pos-portoenterostomia

- Portoenterostomia tardia

) ] - Experiéncia do cirurgido

Dependentes do atendimento de satide - Capacitagdo técnica do centro de referéncia
com AB (=5 portoenterostomias/ano)

- Epoca da cirurgia no centro de referéncia

- Tipo de atresia biliar
- Presenca de anormalidade extra-hepatica
associada
- Hipertens&o portal precoce
- Histopatologia hepatobiliar
Extensé&o da fibrose
Cistos biliares extra-hepaticos pos-
Independentes do atendimento de sadde | CIrUrgicos
Extens&o da proliferacdo biliar
Diametro dos remanescentes biliares no
porta hepatis
Padrdo anatomopatoldgico dos
remanescentes biliares no porta hepatis
Esgotamento do processo inflamatério no
porta hepatis
Espessamento de tinica média arterial

Fonte: Santos, J. L. et al., 2012.

A influéncia da idade na ocasido da portoenterostomia sobre o prognostico pds-
operatorio tem sido repetidamente confirmada, sendo de até 60 dias de vida como
idade ideal para realizagdo do procedimento. A colestase presente na AB provoca a
distorcdo da microanatomia hepatica e perda funcional progressiva, atraves de um
processo cicatricial.*®

O encaminhamento precoce dos pacientes com colestase neonatal aos centros de
referencia em tratamento na AB continua um desafio, especialmente nos paises em

19-22

desenvolvimento'®??, como o Brasil® 2. Em um estudo publicado no Brasil, a
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sobrevida do figado nativo foi cerca de 33% em cinco anos e de 24% em dez anos,
atingindo apenas 15,3% em 20 anos, sendo relacionada a idade por ocasido da
portoenterostomia’. O encaminhamento tardio dessas criangas para o tratamento
deve-se a auséncia de suspeita pelos pais e servigcos pediatricos ndo especializados,
pois 0s bebés com AB no inicio do quadro, em geral, apresentam-se com peso
adequado para sua idade, aspecto saudavel e ictericia discreta. Profissionais
inexperientes acabam tomando uma conduta expectante para avaliar uma ictericia
supostamente fisioldgica ou “causada pelo leite materno”, levando a consequéncias
desastrosas na crianga. Em alguns paises, como o Reino Unido, houve uma melhora
quanto a essa situa¢do com o auxilio da Campanha do Alerta Amarelo, a qual orienta
0s médicos a solicitar dosagens de bilirrubinas, total e direta, de todo paciente que se
mantiver ictérico por 14 dias ou mais. Desse modo, caso detectado um quadro de
colestase, o bebé deve ser encaminhado a um centro de referéncia especializado®.

Grupos que conseguem um encaminhamento e cirurgias precoces, tém observado
um melhor prognéstico dos pacientes com AB* 2%°. Em paises desenvolvidos, a
SFN num periodo de cinco anos supera 50% dos casos.

Outra estratégia eficaz para prevenir o agravamento da AB é a distribui¢do de um
cartdo com escala de cores das fezes aos pais e cuidadores. Em Taiwan dois grupos
de estudo demonstraram a eficacia do método, observando a reducdo da idade por
ocasido da portoenterostomia, o que resultou em melhores resultados pos-
operatérios® *°. Recentemente no Brasil, foi incluida a Escala Cromatica Fecal na
Carteira do Bebé do Ministério da Satde™.

Davenport et al. (2008) observaram que pacientes com malformacgdes extra-
hepaticas associadas e os com a forma cistica da AB sdo 0s que apresentam pior
prognéstico quando operados tardiamente®* %,

Além dos fatores progndsticos modificaveis, existem caracteristicas singulares
que expressam um fendtipo especifico durante o processo lesivo, o que determina
variacdes na gravidade e no prognostico da doenca para cada paciente. Entretanto,
alguns desses fatores sdo, tambeém, tempo-dependentes, o que o0s torna um tema
bastante complexo na influéncia do prognédstico. O local da obstrucdo do fluxo
biliar*, a presenca de anomalias extra-hepéticas associadas® e a presenca de
hipertensdo portal precoce® séo alguns exemplos de caracteristicas particulares de

cada paciente.
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Algumas varidveis histopatoldgicas também tém sido utilizadas na tentativa de
predizer o progndstico pos-portoenterostomia nos casos de AB.

1.4 ETIOPATOGENIA

A etiopatogenia da AB permanece obscura, entretanto, a AB parece corresponder
mais a um fenétipo decorrente de diversas doencas do que a uma doenca Gnica®’. A
hipdtese de que a AB corresponda a um fenotipo é sugerida pela heterogeneidade
clinica por ocasido da apresentacdo da doenca, havendo diferenca no periodo de
tempo livre de sintomas em relacdo ao nascimento entre os pacientes que tem e 0s
que ndo tem malformagfes congénitas extra-hepaticas associadas. Esta diferenca
gerou a ideia de que a forma associada com malformacdes, de apresentacao precoce,
correspondesse a uma lesdo embrionaria, enquanto a forma isolada, cujos sintomas
podem iniciar nas primeiras semanas pds-natais, correspondesse a um evento adverso

perinatal (Quadro 2).

Quadro 2: Alguns fatores associados a etiopatogenia da atresia biliar

- Mutagéo e polimorfismos do gene CFC1
- Polimorfismos do gene ICAM
Genéticos/cromossdmicos - Polimorfismo do gene VEGF A

- Relagdo com alteragBes cromossdmicas

Fatores

- Infeccbes

- Citomegalovirus
Fatores Ambientais - Reovirus tipo 3

- Papilomavirus

- Rotavirus
- Micotoxinas/fitotoxinas

- Anomalias estruturais
- BASM: relacionada ao diabetes materno
gestacional
- Anomalias da juncdo colédoco-pancreética
Outros - Anomalias arteriais hepaticas
- Alteracdes imunogenéticas
- Expanséo oligoclonal de Linfécitos T
- Atuacdo de células NK
- Expressédo aberrante de moléculas do MHC
- Microquimerismo

Abreviaturas: VEGF- fator de crescimento vascular endotelial; ICAM- molécula de adesdo
intercelular; BASM- malformagdo esplénica da atresia biliar; NK- células natural killer; MHC- major
histocompatibility complex/complexo de histocompatibilidade principal. Adaptado de: Santos et al.
(2010).
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Esta posicdo foi recentemente questionada com os achados de Harpavat et al.
(2011), os quais demonstraram que em ambos 0s grupos de pacientes com AB ha,
nas primeiras 24 a 48 horas ap6s nascimento, alteragdes nos niveis de bilirrubina
direta/conjugada, indicando que ha leséo biliar em andamento em todos os pacientes,
independente da forma clinica®

Cerca de 12 a 37% das AB congénitas associam-se com outras mal-formagdes em
outros sistemas como cardiovascular e digestivo, ou seja, com mal-formaces extra-
hepéticas®®. Estudos recentes, tanto em modelos animais, quanto utilizando material
humano, procuram a identificacdo de sitios genéticos que teriam influéncia no
desenvolvimento da AB**. Uma das mais importantes &reas de estudo em relagdo a
AB provém das andlises dos mecanismos imunes envolvidos no modelo murino de
AB®,

1.4.1 HIPOTESE INFLAMATORIA

Alguns autores acreditam na hipotese de que determinadas infecgbes virais, a
exemplo de citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr (ambos da familia Herpeviridae),
reovirus ou rotavirus (ambos da familia Reoviridae) possam ser os fatores
desencadeantes das reacBes inflamatérias causadoras da AB% ®,

Apesar de achados epidemioldgicos relativos a presenca de virus em criangas com
AB serem conflitantes, modelos de desenvolvimento de AB em animais utilizando a
inoculagdo de virus em camundongos recém-nascidos tem sido bem sucedidos para o
estudo dos processos imunes provavelmente associados a doenca®. Alguns autores*®
' observando a intensidade de infiltracdo de macréfagos, células NK, linfécitos T
CD4+ e CD8+ no epitélio biliar, bem como a influéncia do interferon-y (IFN-y) no
desencadeamento da obstrucdo luminal tém proposto a existéncia de uma resposta
inflamatoria na génese da AB, provavelmente induzida por virus, assim como a
importancia de um processo de autorreatividade secundéria a lesdo viral inicial. Este
processo autorreativo perpetuaria o dano tecidual nas estruturas intrahepaticas,

produzindo a colangiopatia que caracteriza a AB (figura 2).
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Figura 2: Modelo de autorreatividade induzida por virus, mediada por linf6citos T, levando a dano
epitelial de ductos biliares na AB. A infeccdo viral do epitélio biliar ductular (1) resulta em um dano
inicial as células ductulares. Particulas virais fagocitadas por macréfagos ou células dendriticas (2) sdo
apresentadas a células T virgens nos linfonodos locais, onde a ativagdo e proliferagdo (estimulada por
interleucina-2) de linfocitos T CD4+ especificos para o virus continuam (3). Esses linfécitos T CD4+
ativados retornam ao sitio de exposicdo original e ativam as fungdes das células T efetoras (4),
incluindo estimulacdo de macréfagos induzida por interferon-y e ativacdo de células T citotdxicas
CD8+. Macrofagos liberam fator de necrose tumoral, 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio,
enquanto linfécitos T CD8+ liberam granzima e perforina; juntos eles produzem dano no BDE através
de vias necroticas e apoptoticas. Os antigenos do epitélio biliar, previamente sequestrados e alterados,
sdo agora fagocitados por macréfagos ou células dendriticas e apresentados a células T autorreativas
(5), provocando posterior ativacdo da cascata imunomediada por linfocitos T (6) e progressiva
destruigdo desse epitélio. BDE — epitélio biliar ductular; Ag — antigeno; M¢ - macréfago; CD4 —
linfocito T CD4+; CD8 - linfocito T CD8+; IFNy — interferon gama; TNF-o — fator de necrose
tumoral alfa; NO — dxido nitrico. Fonte: Sokol et al. (2007).

Brindley et al.(2012) realizaram um estudo em que observaram um padrdo de
resposta imune voltado especificamente a CMV na maioria dos pacientes de AB
estudados, embora a presenca de proteinas e DNA virais ndo tenha sido encontrada.
Os autores acreditam que um processo inflamatorio deste tipo, em associacdo com
deficiéncia de linfocitos T regulatérios, possa desencadear a perpetuacdo de uma

reac&o autoimune localizada nas estruturas hepatobiliares desses pacientes*®
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Uma outra importante area que tem sido ainda pouco investigada em relacdo a
AB, bem como a outras colangiopatias cronicas, sdo as alteracBes vasculares

arteriais.

VASCULARIZACAO HEPATICA

O aporte sanguineo do figado é bastante particular, por incluir irrigacdo sanguinea
tanto pela veia porta, que traz sangue rico em nutrientes do intestino, e sangue
arterial, rico em oxigénio. O sangue portal inclui 75% da irrigacdo hepatica, e o
arterial, os 25% restante. As células hepaticas, denominadas hepatocitos, sdo nutridas
por uma mistura destes dois tipos de sangue que flui pelos canais vasculares
denominados sinusoides, enquanto as estruturas biliares sdo nutridas exclusivamente
pelo sangue arterial, por meio do plexo vascular peribiliar formado por ramos da
artéria hepética. A artéria hepéatica divide-se em direita e esquerda, para suprir 0s
lobos hepéticos correspondentes; entra no figado, junto a veia porta, pelo porta
hepatis e forma, no parénquima, uma ampla rede arterial com vasos de calibre que
reduzem progressivamente, chegando até a margem dos I6bulos hepaticos (figura 3 e
4).

— Inferior vena cava (IVC)

Cystic duct
Commeon bile duct

Figura 3: (A) Representacdo da anatomia normal de um figado, com porta hepatis contendo um
ducto biliar comum, uma veia porta e uma artéria hepatica, uma vesicula biliar presente e o encontro
das veias centrolobulares hepaticas em veia cava inferior. (B) Representacdo esquematica de um
I6bulo hepatico. Fonte: Johns Hopkins Medicine®, disponivel em: http://www.hopkins-gi.org
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Figura 4: (A) Detalhe exibindo a arquitetura histolégica de um (B) lébulo hepatico, composto por
hepatécitos (hepatocyte), com um espaco porta que contém uma veia porta (portal vein) que se
ramifica em sinusoides (sinusoid), uma artéria hepatica (hepatic artery), que nutre um ddctulo biliar
(bile ductule), o qual capta a bile produzida pelos colangidcitos e transportada pelos canaliculos
biliares  (bile canaliculus). Adaptado de: Johns Hopkins  Medicine®,  disponivel

em http://www.hopkins-gi.org

O fluxo sanguineo hepatico se distribui a partir dos espacos porta, circulando por
eixos vasculares que se originam a partir destas estruturas. Os vasos que deixam 0S
eixos vasculares drenam nos sinuséides e estes desaguam nas veias centrolobulares®®
*H4 um gradiente de oxigenacao entre as regides periportal e centrolobular. O eixo
vascular, além de ramos arteriais e venosos, é constituido também de estruturas
biliares e neurais.

As estruturas biliares, diferentemente dos hepatdcitos que sdo nutridos por sangue
arterial e venoso, recebem suprimento sanguineo apenas dos ramos arteriais.
Disturbios arteriais sdo observados nas doengas crénicas do epitélio biliar
denominados colangiopatias, sendo ainda necessario esclarecer a ordem causal entre
os dois processos, ou seja, se a colangiopatia desencadeia a alteracdo vascular, ou
vice-versa. Algumas desordens biliares, porém, sdo produzidas pelas alteracGes

arteriais sendo, por isto, denominadas colangiopatias isquémicas®.
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Nosso grupo tem estudado a hipdtese de que, pelo menos alguns casos de AB
sejam causados por uma alteragdo vascular arterial, constituindo, portanto, um tipo
de colangiopatia isquémica™.

Appleby (1959) ja sugeria que a bile apenas determinaria a necrose de ductos
biliares previamente isquémicos®2. Klippel (1972) especulou sobre a possibilidade de
a AB estar vinculada as modificagGes circulatdrias do figado e das vias biliares que
ocorrem apos 0 nascimento. Segundo este autor, a necrose segmentar dos ductos
biliares seria provocada, em individuos vulnerdveis, pelo desvio da corrente
sanguinea, através de ductos venosos permedveis, seguida de uma diminuicdo
significativa de sangue arterial da arvore biliar extra-hepatica®®. Northover (1979)
sugeriu que a estenose dos ductos biliares extra-hepaticos, pos-cirargica, fosse
determinada pelo efeito fibrogénico da bile em tecido predisposto pela isquemia.
Pode-se especular que evento similar ocorra na AB. Varios estudos investigaram um
possivel papel do sistema arterial no desenvolvimento da AB>%. Hashimoto et al.
(1983) produziram atresia de colédoco por meio de desvascularizacdo desta estrutura
em fetos de ovelha®. Alteracdes histopatolégicas tém sido observadas em ramos
arteriais hepéticos de pacientes com AB. Ho et al. (1993) observaram a dilatacdo
luminal e espessamento da parede vascular ao avaliarem alteracbes da artéria
hepética em pacientes com essa patologia>. Em diferentes estudos, Stowens (1963) e
Brough & Bernstein (1969) descreveram a ocorréncia de hiperplasia e hipertrofia em
ramos da artéria hepética nos espacos-porta de pacientes com AB® ®L. Neste Gltimo,
no grupo de pior prognostico foi encontrada fibrose portal intensa, espessamento da
tunica média de ramos da artéria hepética e edema no endotélio da tunica intima. Em
um estudo por arteriografia, Uflacker & Pariente (2004) observaram, em figados de
pacientes com AB, artérias de contorno irregular, com ocluses periféricas e cercadas
de tufos de pequenos ramos arteriais®.

Com base nas evidéncias de uma intima relacdo entre o processo de angiogénese e
0 desenvolvimento da AB, nosso grupo de estudos vem, ha alguns anos, procurando
esclarecer mecanismos pelos quais essa relacdo ocorre.

Em 2005, através de um estudo morfométrico realizado por nosso grupo, foi
possivel observar um espessamento de tinica média (ETM) progressivo em pacientes
AB entre 0 momento da portoenterostomia e o transplante hepatico®. Esse ETM
progressivo pode ser explicado através de processos imunes de remodelamento

vascular associados a uma disfuncdo endotelial® “ ®. Tal arteriopatia pode
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desarranjar todo o sistema hepatico, pois veias, ductos, até mesmo aferéncias
nervosas, sdo nutridas por ramos da artéria hepética. Esta pode, portanto, ser um
elemento fundamental na patogénese da AB.

Dois estudos apresentaram um achado bastante util para distinguir a AB de outras
causas de colestases neonatal por hiperbilirrubinemia direta. Através de
ultrassonografias, Humphrey & Stringer (2007) e Kim et al.(2007) observaram uma
dilatacdo luminal da porgédo extra-hepatica da artéria hepatica em pacientes de AB.
Ambos os autores citaram 0s estudos feitos pelo nosso grupo de pesquisas como uma
possivel explicacdo para a anomalia observada, pois acreditam que essa dilatacdo se

deva as anormalidades dos ramos arteriais intra-hepéticos® ®.

1.4.2 HIPOTESE ISQUEMICA

A formacdo de novos vasos (angiogénese) é um mecanismo-chave na patogénese
de doencas hepéticas cronicas (DHC), independente de sua etiologia. Visto que a
maioria das DHC progride de um dano hepatocitario a inflamacao, fibrose, cirrose e,
em alguns casos, carcinoma hepatocelular, a neovascularizagdo e o surgimento de
uma arquitetura angiogénica anormal sdo relatadas durante este processo patogénico
comum a Vérias dessas doencas. Basicamente, a formagdo de novos vasos comeca
com uma reducdo dos niveis de oxigénio tecidual, ou seja, em situacOes de hipoxia.
Hipdxia promove o acumulo de fatores induzidos por hipdxia, que estimula a
expressdo de fatores de crescimento angiogénicos, como o fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGF A).

HIPOXIA

A reducéo nos niveis de oxigénio tecidual € um fator desencadeante para diversos
mecanismos de reacdo do organismo humano. Sabendo que nossas células dependem
do oxigénio fornecido através da corrente sanguinea para seu funcionamento, é
razoavel que, havendo um decréscimo dessa molécula, sejam ativados mecanismos
para a formacdo de uma nova vasculatura, numa tentativa de suprir o volume de

oxigénio necessario, aumentando o volume sanguineo no local.
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Figura 5: O mecanismo regulador de angiogénese conforme necessidade de oxigénio do tecido.
HIF ALTO, significa a presenga de HIF no nucleo celular, sinalizando a hipdxia; HIF BAIXO,
significa HIF no citoplasma. O, — Oxigénio; HIF — Fator induzido por hipéxia; VEGF — Fator de
crescimento endotelial vascular. Fonte: Biologia Molecular da Célula, 42 edicdo, Alberts, B., Bray, D.,
Lewis, J., Artmed editora, 2004.

Em situacdes hipoxémicas, o endotélio provoca a liberacdo de HIF (fator induzido
por hipéxia)®’. O HIF atua tanto sobre o préprio vaso que 0 secretou, quanto em
células inflamatérias como células de Kupffer, mastdcitos e células estreladas do
figado, estimulando a producdo e liberacdo de outros fatores angiogénicos como
angiopoietinas (ANG), fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento
hepatico, interleucinas (IL), oxido nitrico (NO), fator de crescimento derivado de
plaqueta, fator de crescimento transformante, fator de crescimento tumoral (TNF) e

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)® (figura 6).
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Figura 6: A relacdo entre hipdxia, inflamacéo e angiogénese. HIF estimula angiogénese. Estimula
também células inflamatérias, as quais secretam outros fatores angiogénicos, que atuam sobre o0 vaso
aumentando a resposta angiogénica. Os novos vasos fornecem oxigénio, nutrientes e fatores de adeséo
para as células inflamatérias, criando um circulo vicioso. ANG - angiopoietina, FGF — fator de
crescimento de fibroblasto, HGF — fator de crescimento hepatico, IL — interleucinas, NO — 6xido
nitrico, PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas, PIGF — fator de crescimento placentario,
TGF - fator de crescimento transformante, TNF — fator de necrose tumoral, VEGF - fator de

crescimento endotelial vascular. Fonte: Coulon, S. et al. (2010).

VEGF A

O VEGF A funciona tanto como um importante marcador de dano endotelial,
quanto mediador de reparo. Em casos de lesdo como isquemia, inflamacéo e infarto
tém sua expressdo aumentada. Os VEGFs sdo uma familia de cinco homélogos na
qual o que mais nos interessa, neste trabalho, € o VEGF-A. O VEGF-A é o principal
fator envolvido na indugdo de angiogénese e vasculogénese através da ligagdo com
seu receptor VEGFR-2, envolvido também no aumento da permeabilidade vascular
pela via dxido nitrico-dependente, estimulando a producéo endotelial de 6xido nitrico
por meio da ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)°"®°. Além disso, o
VEGF-A promove a expressdo de proteinas antiapoptdticas, através da ativagdo da

via fosfatidilinositol-3-quinase, 0 que promove a sobrevida de celulas endoteliais.
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ANGIOPOIETINAS

Ha&, aproximadamente, 16 anos identificou-se um outro sistema de sinalizacao
molecular envolvido com a formacao vascular, neste caso com a maturagdo da
parede vascular. Ao longo dos anos, observou-se que esse sistema incluia receptores
tirosina-quinases, TIEL e TIE2, e seus ligantes, as angiopoietinas 1, 2, 3 e 4 (ANG1,
ANG2, ANG3 e ANG4)°" ™ As ANGI1 e 4 induzem a fosforilacdo de TIE2,
promovendo a ativacdo do receptor, enquanto as ANG2 e 3 sdo inibidores
competitivos de TIE2. Apesar de conhecidas as fungdes das quatro angiopoietinas, as
mais estudadas sdo a ANG 1 e 2. TIEL, apesar de ser uma sequencia quase homologa
a TIE2, ndo interage com as angiopoietinas, e mesmo que a presenca de TIE1 em
vias angiogénicas tenha sido observada, até 0 momento, ndo foi identificado nenhum
ligante para este receptor®” "t 72,

Um estudo de 2010 deixou mais evidente esse papel do sistema ANG/TIE2
quando se observou o desenvolvimento vascular de ratos transgénicos que tiveram o
gene TIE2 inativado. Esses animais morreram entre 0 nono e o décimo primeiro dia
de desenvolvimento, pois, embora o coracéo e a rede vascular tenham sido formados,
houve trabeculacédo e vascularizagdo anormais do 6rgdo, e 0s processos de maturacao
e estabilizagdo dos capilares ndo foram bem realizados”. De fato, a funcdo do
sistema angiopoietinas/TIE2 parece ser a maturacdo e estabilizacdo dos vasos
previamente formados por agdo do VEGF A.

Angiopoietina-1 estimula a quimiotaxia de células endoteliais in vitro, mas ndo
induz sua proliferacéo e, in vivo, estimula angiogénese’. Supde-se que a ligacio de
ANGL1 e TIE2 nas células endoteliais estabilize o sistema vascular em maturacdo,
pois se observou que em embrifes de camundongos ANG1 knockout a rede vascular
priméria desenvolveu-se normalmente, mas ndo houve posterior remodelamento,
pois esses camundongos exibiram retardo no desenvolvimento, deformagdes e morte,
enquanto os animais controles desenvolveram-se normalmente. Uma analise
ultraestrutural dos vasos evidenciou uma falha na adeséo de células periendoteliais
durante o remodelamento vascular®’. Outro estudo demonstrou uma forte relagdo
entre um aumento da espessura de vasos com 0 excesso de expressdo de ANG1".

A acdo da ANG2 na maturacdo de novos vasos depende da presenca de VEGF.
Na presenca do VEGF, a ANG2 potencializa a acdo da ANG1, enquanto que, na sua

auséncia, ANG2 bloqueia a atividade da ANG1 e promove regressdo vascular’™® .
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Em um estudo onde foi encontrada expresséo de ANG2 em animais adultos
submetidos a remodelamento vascular, como em tumores, surgiu a hipétese de que a
ANG2 possa ser um sinal primario na estabilizacdo vascular, promovendo um
remodelamento vascular através da maturacdo da parede arterial’” "®. Achados
recentes sugerem uma acgdo de protecdo vascular da ANG2 através do aumento da
integridade de juncBes intercelulares endoteliais’.

Ha intima relacdo entre fibrose e maturacdo vascular, e 0s mecanismos desta
interacdo tém sido estudados.®® Taura et al. (2008) sugerem que a expressdo de
ANGL1 pelas células estreladas, desencadeadoras da fibrogénese hepética, tem papel
fundamental nesse processo®.

A acdo desses fatores sobre a vasculatura hepatica pode produzir alteracfes

histologicas, como o espessamento de tinica média arterial (ETM).

MORFOMETRIA

O método que nosso grupo tem utilizado para a avaliacdo histolégica do ETM em
pacientes de AB é a morfometria. Morfometria € um meétodo de avaliacdo histologica
que permite mensurar imagens microscopicas através de softwares de computacéo.

Aplicado na analise de diversas afeccdes, desde 1954 a morfometria tem
apresentado grande valor para a avaliagdo histolégica em patologias®.

A morfometria permite uma avaliacdo mais precisa de técnicas de andlise
histolégica, uma vez que os célculos estatisticos baseiam-se em dados trabalhados

em computador, ndo somente na avaliagdo subjetiva.
Analises morfométricas realizadas em nosso Laboratério

Estudo do espessamento da tinica média dos ramos arteriais hepaticos

Utilizando métodos morfométricos, nosso grupo, em 2005, publicou dados que
permitiram avaliar o ETM de artérias hepaticas em pacientes com AB. Nesse estudo,
1274 ramos de artérias hepéticas foram avaliados por morfometria em 47 pacientes
de AB e 17 pacientes controles, observando uma maior espessura da tunica média
nos pacientes de AB. Além disso, a progressdo da espessura da tunica média foi
acompanhada entre 0 momento da portoenterostomia e o0 TxH em 7 casos da doenca
em questdo, demonstrando um aumento significativo do ETM durante esse periodo.

Um achado instigante dessa andlise foi o fato de arteriolas e artérias estarem mais
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espessas em figados de pacientes AB transplantados quando comparadas aos
transplantados por outra afeccdo hepatica®. Observou-se, ainda, que o ETM
progressivo pareceu relacionar-se com a regressdo da arvore biliar interlobular.
Métodos morfométricos tém sido utilizados para estudar estruturas histoldgicas,
incluindo a analise do didmetro de ductos biliares, o0 espessamento de parede arterial,
além da extenséo de fibrose hepética e a reacéo ductular em pacientes de AB®*#,

Estudo da extenséo da fibrose hepatica

A extensdo da fibrose hepatica tem sido usada como variavel histoldgica na
tentativa de predizer o prognostico pos-portoenterostomia.

Na AB, a fibrose contribui para uma expanséo portal e leva a formacao de pontes
entre 0s espagos-porta e também entre esses e as veias centrolobulares®.

Desde 1968, o picrossirius tem sido utilizado como marcador histoquimico de
colageno tipo 2, presente na matriz extracelular de tecidos conjuntivos®>.

Embora existam estudos demonstrando ndo haver relacdo entre a quantidade de

fibrose hepéatica e um pior prognéstico da AB®® &

, estudos como o de Pape et al.
(2009) demonstraram uma correlacdo entre valores menores de fibrose por nimero
de espacos-porta e um valor preditivo para a sobrevida com o figado nativo (SNF)
até, pelo menos, os cinco anos de idade®®. Assim como este Gltimo grupo, Shteyer et
al. (2006) sugeriu o uso de uma morfometria de fibrose, em conjunto com medidas
de bilirrubina para auxiliar na decis&o do uso de medicamentos em pacientes AB®.
Em 2002, nosso grupo publicou dados que comprovaram uma menor area de
fibrose nos pacientes AB em que a portoenterostomia ocorreu antes dos 60 dias de

vida®,

Estudo da extenséo da reagéo ductular

Outra variavel histoldégica que vem sendo associada ao prognéstico pos-
portoenterostomia € a extensdo da reacdo ductular, avaliada através da marcacgédo de
estruturas positivas para citoqueratina-7 (CK7).

Citoqueratinas compreendem um grande grupo de estruturas filamentosas
intermediérias presentes no citoesqueleto intracitoplasmatico de tecidos epiteliais.
Todo epitélio humano pode ser classificado de acordo com a expressdao de

citoqueratinas especificas a um determinado tecido®. Osborn (1983) relatou a
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expressdo de CK7 em epitélio biliar*?. Fisher et al.(1988) também observaram a
presenca de CK7 em ductos biliares™.

A reacdo ductular ¢ um fendmeno caracteristico de diversas doencas hepaticas,
incluindo a AB. Entretanto, biopsias realizadas antes de quatro semanas de vida
podem ainda ndo apresentar a reagdo ductular, enquanto bidpsias tardias, apds a 162
semana, podem apresentar rarefacdo de ductos interlobulares, como consequéncia da
progressdo da lesdo biliar'. Essa reacdo ductular pode ser observada e quantificada
através da mensuracdo morfométrica da area de positividade imunoistoquimica de
citoqueratina-7.

Em um estudo relativamente recente de nosso grupo, os dados obtidos
demonstraram que uma reacdo ductular muito extensa no momento da
portoenterostomia pode ser considerada fator preditivo de um progndstico ruim no

primeiro ano pés-cirdrgico nos pacientes de AB%.

1.5 JUSTIFICATIVA

Em estudos anteriores, observamos um espessamento progressivo da tinica média
arterial nos ramos da artéria hepéatica de pacientes AB, caracterizando uma
arteriopatia aparentemente relacionada ao desaparecimento dos ductos biliares
interlobulares®. A caracterizacdo dessa arteriopatia que envolve remodelamento
arterial pode facilitar numa terapéutica complementar as atualmente empregadas, de
modo a beneficiar o progndstico da doenga.

O sistema ANG/TIE2 é da maior importancia no desenvolvimento normal das
estruturas vasculares, e seu desequilibrio estd presente em disturbios da embriologia
vascular’’. A analise de sua expressdo na AB pode reverter em valioso conhecimento
sobre a anomalia arterial presente na doenca.

Assim, visamos contribuir com o progresso da compreensdo da AB através desse
estudo que redne informacdes e explora novas possibilidades no desenvolvimento da
patologia. A etiopatogenia da AB permanece desconhecida e, com base em nossos
achados anteriores, pareceu-nos adequado avaliar a expressdo das angiopoietinas 1 e
2 e de seu receptor TIE2 nesta doenga, comparando com outras hepatopatias
neonatais, e relacionando suas expressdes com variaveis clinicas e morfométricas,

incluindo o espessamento de tunica média.
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1.6 OBJETIVOS
Correlacionar a expressdo das angiopoietinas 1 e 2 e de seu receptor TIE2 com 0

espessamento de tdnica média em tecido hepatico de pacientes com AB.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar, por meio de RT-PCRq (PCR quantitativo real-time), a expresséo dos
fatores angiogénicos ANG 1 e 2 e de seu receptor TIEZ2,;

2. Analisar, através de métodos morfometricos, a intensidade das variaveis de
gravidade histolégica como extenséo da reacdo ductular e extensdo da fibrose;

3. Correlacionar a extensdo das variaveis morfométricas as expressdes do RT-
PCRq.

4. Relacionar os dados dos itens anteriores a idade na qual os pacientes foram
submetidos a bidpsia hepatica.

5. Comparar o resultado da expressao dos fatores angiogénicos ANG 1 e 2 e de seu
receptor TIE2 observados em amostras de tecido hepatico de pacientes com AB

com aqueles observados em um grupo de figados com colestase intra-hepatica.
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RESUMO

Na Atresia biliar (AB) uma colangiopatia progressiva de causa desconhecida
permanece mesmo ap0s desobstrucdo cirdrgica ao fluxo biliar através de
portoenterostomia, levando a cirrose e insuficiéncia hepéatica cronica. Nos
investigamos o papel de uma arteriopatia na doenga. Previamente, observamos a
presenca de espessamento de tUnica média arterial (ETM) associado a rarefacdo
biliar e a expressdo de VEGF-A, marcador de hipoxia, em estruturas portais. Este
estudo teve por objetivo avaliar a expressdo das angiopoietinas 1 e 2 (ANG1 e
ANG2) e de seu receptor TIE2, envolvidos na maturagdo da parede arterial, em
figados de pacientes com AB, correlacionando-a com variaveis histoldgicas de
gravidade da doenca, incluindo o ETM. RT-PCRq foi realizado em amostras de
figado de pacientes com AB (n=22) e em casos de colestase intra-hepatica (CIH,
n=9) para avaliar a expressao das angiopoietinas e seu receptor. Gene normalizador:
S18. O valor do ETM foi obtido pela razdo “espessura de tunica média/diametro
luminal”, calculada por analise morfométrica de 10 imagens/caso em laminas de HE.
Outras varidveis de gravidade histologica e clinicas foram também avaliadas. N&o
houve diferencgas nas expressdes das moléculas em estudo entre pacientes com AB e
CIH. Porém, exclusivamente na AB, houve correlagdo positiva moderada entre a
expressao das angiopoietinas com o ETM (ANG1 r-0,58; P-0,013, ANG2 r-0,52; P-
0,032). A expressdo das angiopoietinas correlacionou-se negativamente com a de
Tie2 (ANGL1 r-0,73; P<0,001, ANG2 r-0,54; P-0,007). N&o houve correlagéo das
expressdes dos marcadores angiogénicos com as demais variaveis de gravidade da
doenca. Portanto, as angiopoietinas 1 e 2 relacionam-se ao ETM que ocorre na AB,
de maneira independente da gravidade histoldgica e clinica da doenga, e ha

correlacdo inversa entre suas expressoes e de seu receptor.

Palavras-chave: Atresia Biliar, espessamento de tinica média, angiopoietinas, TIE2
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INTRODUCAO

A Atresia Biliar (AB) é uma doenca hepatica infantil em que ha a oclusdo
completa de parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepaticas, associada a uma
colangiopatia persistente e progressiva em ductos biliares intra-hepaticos™ 2. A
existéncia desta colangiopatia faz com que, apesar da desobstrucdo das vias biliares
extra-hepaticas por meio de uma portoenterostomia, permanega um processo lesivo
biliar que leva a continuadas ativacdo e proliferacdo de fibroblastos, cirrose e a
insuficiéncia hepatica cronica, tornando a AB a causa mais frequente de transplante
hepético (TxH) infantil.

A etiopatogenia da AB permanece obscura, mas especula-se que esse fendtipo
seja 0 resultado da associacdo entre fatores predisponentes genéticos e ambientais>"
39.

O padrdo-ouro de diagnoéstico ainda consiste em uma bidpsia hepatica. A AB é
caracterizada, do ponto de vista histopatoldgico, pela presenca de expansdo portal,
tampdes de pigmento biliar na luz das estruturas biliares intra-hepaticas, reacao

1,11, 12

ductular e fibrose precoce que, entretanto, sdo variaveis tempo-dependentes®™

94.

Por havermos observado espessamento de tunica média arterial sugestivo de
remodelamento vascular nestes pacientes, nossa hipotese ¢ de que uma alteragédo
vascular esteja envolvida na etiopatogenia da AB. Além disso, observamos, em um
estudo recente, a expressdo imunoistoquimica do fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF A), marcador de hipdxia, em estruturas portais (tanto biliares,
quanto arteriais) e no porta hepatis de pacientes com AB, e que essa
imunolocalizagdo estava relacionada com o espessamento de tunica média nesses
pacientes, sugerindo a existéncia de uma colangiopatia isquémica na AB>}, o que néo
é uma caracteristica exclusiva dessa doenca, mas que tem sido sugerida, através de
estudos morfométricos realizados por nosso grupo de pesquisa’ ®.

O sistema Angiopoietinas 1 e 2 e seu receptor TIE2 (ANG/TIE2) é da maior
importancia no desenvolvimento normal das estruturas vasculares, e seu
desequilibrio esta presente em disttrbios da embriologia vascular’”. Thurston (2003)
demonstrou uma forte relacdo entre um aumento da espessura de vasos com O
excesso de expressio de ANG1™. H4, também, intima relagdo entre fibrose e

angiogénese, e 0s mecanismos desta interacdo tém sido estudados®. A acéo da
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ANG2 na maturacdo de novos vasos depende da presenca de VEGF. Na presenca do
VEGF, a ANG2 potencializa a agdo de ANG1, enquanto que, na sua auséncia, ANG2
bloqueia a atividade da ANG1 e promove regresséo vascular’ ",

O objetivo desse estudo foi realizar uma analise morfométrica do ETM e
correlaciona-la a expressdo de ANG1, ANG2 e seu receptor TIE2 em figados de

pacientes com atresia biliar.
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MATERIAL E METODOS

AMOSTRA

A amostra estudada foi composta por dois grupos: AB — constituido de
bidpsias de figados de pacientes com atresia biliar (n=23) e grupo controle — bidpsias
de pacientes com outras causas de colestase intra-hepatica neonatal (de etiologia
secundaria a hepatite neonatal — n=5, deficiéncia de a-l-antitripsina — n=3, e
colestase da NPT - n-1, totalizando um n=9).

Pacientes, de ambos os sexos, submetidos ao protocolo de investigacdo de
colestase neonatal - do Setor de Gastroenterologia Pediatrica do Servigo de Pediatria
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) - passaram por laparotomia
exploratéria a fim de diagnosticar AB e, nos casos em que esta doenca foi
identificada, foram, a seguir, submetidos a portoenterostomia. No momento dessa
laparotomia, retirou-se uma bidpsia em cunha do figado desses pacientes. Esse
material, foi armazenado: 1) parafinizado, no Servi¢o de Patologia do HCPA e, 2)
seguindo um protocolo especifico de coleta e armazenamento (ANEXO 1), mantido

sob congelamento a -80°C, no Banco de Tecidos do LHEG.

MORFOMETRIA

- PREPARACAO HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA

De cada amostra de tecido obtidos, foram utilizados trés sec¢des de 5um de espes-
sura, para producdo das laminas histoldgicas de hematoxilina e eosina,
imunoistoquimicas para marcacdo de CK7 e histoquimicas de Picrossirius, aplicadas
nas respectivas avaliacbes morfométricas: mensuracdo de espessamento de parede

arterial, analise da extensédo da proliferacao biliar e extens&o de colageno.

- CAPTURA DE IMAGENS

Todas as avaliacbes foram realizadas por meio de um sistema de analise
computadorizada de imagens presente no Laboratério de Patologia do Centro de
Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Essa estacdo inclui
um fotomicroscopio (Olympus BX51) com captadores de posicdo, uma cémera
digital Q Color5 (Olympus) com adaptador de camera (Olympus BX60), um
computador com monitor em cores, mouse e teclado. As aquisi¢cBes das imagens

foram feitas utilizando o software QCapture Pro® (QImaging Corporation. Austin,
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TX/USA) e todas as aquisi¢cdes seguiram os padrdes do protocolo para aquisi¢ao de
imagens no laboratorio citado (ANEXO II). Para todas as avalia¢des, capturaram-se
imagens de espacos-porta aleatorios por toda a extensdo das laminas histoldgicas e
imunoistoquimicas; a voltagem da lampada foi mantida estavel durante o processo de
captura de imagens, permitindo a iluminacdo homogénea dos campos microscopicos;
as imagens foram salvas em formato TIFF e armazenadas em dispositivo fisico para

posterior analise.

- AVALIAQAO MORFOMETRICA DAS ESTRUTURAS VASCULARES
ARTERIAIS PARA AVALIAQAO DE ESPESSAMENTO DE PAREDE
ARTERIAL

Foram selecionadas, aleatoriamente, 10 imagens de cada lamina corada com HE,
seguindo os padrOes do protocolo de aquisicdo. Apenas vasos arteriais em corte
transversal (perpendiculares ao vaso) foram avaliados.

O processo de mensuracdo foi previamente desenvolvido e descrito pelo nosso
grupo®. Resumidamente, utilizando a ferramenta Manual measurements do software
de imagens Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics Inc. Rockville, MD/USA)
mediu-se 0 espessamento de tunica media arterial (ETM), que corresponde a média
dos valores de 6 medidas de espessura obtidas a partir de uma linha tracada entre um
ponto da face externa da parede da tanica média a outro da face externa da tunica
intima, na direcdo do centro luminal. O valor do didmetro luminal foi quantificado
através da média dos valores da extensdo de duas linhas tracadas entre pontos
opostos da face interna da tunica intima, uma delas na regido de maior diametro e
outra na de menor diametro (Figura 1 em ANEXO). A partir destas medidas foi
calculada a relagdo RMED (Relation of Medial Layer Thickness/External Diameter,
ou seja, Razdo entre Espessura de Tunica Média e Didmetro Luminal). (Figura 2 em
ANEXO).

- ANALISE DA EXTENSAO DA REAGAO DUCTULAR POR METODO
MORFOMETRICO: QUANTIFICAQAO DA PERCENTAGEM DE
ESTRUTURAS CK7-POSITIVAS (PCK7)

O método foi, também, previamente desenvolvido e descrito por nosso grupo®.
Medidas morfomeétricas foram analisadas usando o programa de computador
Adobe® Photoshop® CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc. San Jose, CA/USA)

36



em cada estrutura biliar de cada imagem salva. A area da imagem positiva para CK-7
foi medida em pixels, através da ferramenta “Color Range” para escolher a
“foreground color” (a cor que se deseja selecionar) e a “backgroung color” (cor de
fundo), e, apos isso, a ferramenta “Grow”, para ampliar o espectro da cor desejada,
para que toda a area positiva para CK7 estivesse envolta/selecionada (Figura 3 em
ANEXO). O PCK7 de cada caso inclui a média das medidas obtidas em 10 imagens,
sendo analisada, em cada imagem, a razdo da area de positividade em relacdo a area

total medidas em pixels.

- QUANTIFICAC,‘AO DA EXTENSAO DA AREA DE FIBROSE

Foi realizada uma quantificagdo morfométrica, também através do programa de
computador Adobe® Photoshop® CS3 Extended 10.0 (Adobe Systems Inc. San
Jose, CA/USA), assim como descrito no item anterior. Essa analise é baseada em

8. 9% o também, ja foi descrita por nosso grupo™. Para cada

outras publicagdes
paciente, foram analisadas imagens de tecido hepéatico marcado com picrossirius
(coloracdo utilizada para marcar fibrose) nas quais foram aplicadas as ferramentas
“Color Range” para selecionar a cor desejada (“foreground color’”) sobre a cor de
fundo (“background color”), utilizando, logo apos, a ferramenta “Grow” para que
toda a area positiva para picrossirius fosse selecionada. Para cada paciente foi
calculada a media de pixels encontrados nas 10 imagens, sendo analisada em cada
imagem a razdo da area de positividade em relagdo a area total medida também em
pixels (figura 4 em ANEXO). A razdo encontrada nessa analise foi denominada de

extensdo da fibrose (FIB).

PCR

- PREPARAQAO DAS AMOSTRAS PARA PCR

Amostras de tecido foram congeladas em nitrogénio liquido ou armazenadas em
RNA holder (Bioagency. S&o Paulo, SP/BR) imediatamente apds a bidpsia e
posteriormente armazenadas a -80°C para extracdo de RNA. A extracdo de RNA foi
realizada utilizando kit Brazol® (LCG Biotecnologia. Sdo Paulo, SP/BR) conforme
instrucbes do fabricante. Apos a extracdo, o RNA foi convertido em cDNA
utilizando primers randémicos e enzima Transcriptase Reversa (Invitrogen®, Life
Technologies do Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP/BR) e as amostras de cDNA
armazenadas a -20°C para posterior analise.
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- gRT-PCR

Para quantificacdo da expressdo dos genes de interesse foi utilizada a técnica de
PCR quantitativo em tempo real com sinalizacdo de SYBRGreen (Invitrogen®, Life
Technologies do Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP/BR). De maneira simplificada, as
amostras de cDNA de cada paciente foram amplificadas utilizando primers
especificos e o intercalante de DNA fluorescente SYBRGreen. O valor de CT, isto é,
o ciclo em que cada amostra ultrapassou o limiar de deteccdo foi indicativo da
quantidade relativa de expressdo génica naquela amostra. Alem disso, um gene de
expressao constitutiva (S18 ribossdmico) foi utilizado para normalizar os resultados.

As reagdes de PCR em tempo real realizaram-se em um aparelho ABI 7500
existente no Servico de Genética Médica do HCPA, na Unidade de Analises
Moleculares e de Proteinas (UAMP) e no Laboratorio Experimental de Hepatologia e
Gastroenterologia (LEHG).

AVALIACAO DA IDADE DA RETIRADA DA BIOPSIA

Através da observacdo dos prontudrios dos pacientes, anotamos as idades dos
pacientes no momento da retirada da bidpsia em cunha por ocasido da laparotomia
exploratdria que antecede, nos casos de AB, a portoenterostomia.

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas foram avaliadas por suas médias e desvios-padrdo. As
qualitativas por suas frequéncias e percentuais. Como 0s grupos sao compostos de
um numero pequeno de pacientes e sdo pouco simétricos, foram utilizados testes ndo
paramétricos para compara-los, no caso, o teste de Mann-Whitney foi aplicado. Além
disso, para a verificar a correlagdo entre as variaveis analisadas, o coeficiente de
correlagéo de Spearman foi utilizado. Para essas correlagfes, um valor de p<0,05 foi
adotado como nivel de significdncia. Os programas Microssoft Excel 2007
(Microsoft Corp. Redmond, WA) e SPSS 1580 (SPSS Inc. Chicago, IL) foram

utilizados para processamento dos dados e andlise estatistica.
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CONSIDERACOES ETICAS

Devido & utilizacdo de dados dos prontuérios dos pacientes, 0s autores assinaram
um Termo de Compromisso para Utilizacdo de Dados. A utilizagdo do material foi
aprovada pela Comisséo de Etica do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacio do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. As coletas e armazenamento de material foram
autorizada pelos pais ou responsaveis pela crianca através da assinatura do Termo de

Consentimento Informado, conforme protocolo estabelecido no LEHG (ANEXO I11).
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RESULTADOS

IDADE DAS BIOPSIAS

Na avaliacdo das idades dos pacientes no momento da retirada da biopsia hepatica
por ocasido da portoenterostomia, observamos uma mediana semelhante para os dois
grupos. (Tabela 1 em ANEXO)

EXPRESSAO DAS ANG1, ANG2 E TIE2 POR RT-PCRq

A anélise da expressdo das angiopoietinas 1 e 2 e seu receptor TIE2 através do
método de PCR quantitativo em tempo real ndo demonstrou diferenga significativa
entre os grupos AB e controle (Tabela 2 em ANEXO).

Exclusivamente no grupo da AB, observou-se relacdo inversa entre a expressao

das angiopoietinas e do receptor Tie2.

RELACAO RT-PCRq E VARIAVEIS MORFOMETRICAS DE GRAVIDADE
HISTOLOGICA

Quando comparamos as expressdes das angiopoietinas e seu receptor as variaveis
morfométricas utilizadas para avaliagdo de gravidade histoldgica, a Unica a
apresentar uma correlacdo significativa, foi a RMED (r= 0,586 e p=0,013 para
ANG1, e r= 0,522 e p=0,032 para ANG2), sendo ambas correlagdes positivas de
magnitude moderada (Tabela 3 em ANEXO). N&o houve relacdo entre as expressoes
dos marcadores em estudo e as variaveis associadas a gravidade da doenca hepética,

ou seja, PCK7 e extensdo de fibrose.

RELAGAO ENTRE VARIAVEIS MORFOMETRICAS E IDADE DA BIOPSIA

Ao correlacionarmos a idade da bidpsia, em dias, e as variaveis morfométricas de
gravidade histoldgica, houve correlacao positiva foi com PCK7 (r= 0,700 e p=0,002),
ou seja, a reacdo ductular presente na AB associou-se a idade por ocasido da
portoenterostomia. Outra correlacdo positiva foi obtida entre PCK7 e a FIB (r= 0,551
e p=0,022) (Tabela 3 em ANEXO).
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DISCUSSAO
Como sugerido previamente, nés pudemos observar, neste estudo, a correlacdo
existente entre as angiopoietinas e o espessamento de tunica média arterial presente
na AB, comecando a esclarecer o mecanismo do espessamento da parede arterial da

51, 56

doenga em questéo . Diversos estudos histologicos descrevem hiperplasia e

hipertrofia em ramos da artéria hepéatica nos espacos-porta de pacientes com AB>* %
®1 Ho et al. avaliaram as alteraces da artéria hepatica em pacientes com AB,
observando, de forma subjetiva, a ocorréncia de dilatacdo luminal e espessamento de
parede vascular™. Kobayashi et al. sugerem que niveis séricos de protefna-10
induzida por interferon (uma proteina associada a adesdo de células endoteliais e
angiogénese) possam estar associados a fibrose portal e que alteracdes hiperplasicas
e hipertréficas arteriais sejam secundarias a essa expanséo fibrogénica®. Com base
em estudos que apontam a acdo das angiopoietinas 1 e 2 na maturacdo da parede
arterial e na associacdo aos efeitos do VEGF, durante a angiogénese® °7,
investigamos a acdo da ANG1 e ANG2 e seu receptor TIE2 visando identificar a
acao destas moléculas no ETM presente na AB. A partir de nossos resultados,
identificamos que a expressdo das angiopoietinas 1 e 2 associa-se a alteragdo
vascular que observamos na AB. Entretanto, a associacdo observada por nosso
estudo ndo evidenciou diferenga dessa relacdo angiopoietinasETM entre AB € 0S
pacientes com CIH.

A relacdo entre a leséo biliar e a fibrose progressiva em doencas colestaticas vem
sendo estudada por diversos grupos de pesquisa®°. Na AB, a fibrose contribui para
uma expansao portal e leva a formacdo de pontes entre 0s espagos-porta e também
entre esses e as veias centrolobulares, o que contribui para uma progressao a cirrose.
Nos ductos biliares extra-hepaticos, ocorre fibrose concéntrica e desaparecimento
progressivo do epitélio biliar'. Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa
evidenciaram uma menor area de fibrose em pacientes de AB operados antes dos 60
dias de vida®. Em uma pesquisa mais recente, nossos dados ndo demonstraram
correlagdo entre o volume de fibrose e um melhor prognostico pds-
portoenterostomia, entretanto, foi observada uma forte relagdo com o aumento da
reacdo ductular e a necessidade de transplante ou o 6bito dos pacientes de AB®. No
presente estudo, ndo houve correlacdo entre a fibrose hepética e a idade por ocasido
da bidpsia. Contudo, foi observada uma correlacdo positiva entre a FIB e a PCK7. A

relacdo observada nos resultados do presente estudo sugere uma intima relagéo entre
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a progressao da fibrose hepatica e a reagdo ductular presentes na AB. Além disso, foi
observada uma correlagdo positiva entre a rea¢do ductular e a idade por ocasido da
portoenterostomia nos pacientes avaliados, reforcando o conceito de que essas
alteracbes sdo dependentes do tempo e evidenciando a necessidade de um
diagndstico e tratamento precoces.

O fato de as expressdes das angiopoietinas ndo haverem se correlacionado com as
varidveis de gravidade histoldgica gera a hipotese de que exista uma arteriopatia nos
casos de AB independente da gravidade da doenca.

Um resultado intrigante, em nosso estudo, foi a correlacdo negativa da expressdo
do receptor TIE2 quando comparada a dos seus ligantes, as angiopoietinas 1 e 2.
Rubin et al. investigam sinalizacdes celulares que possam induzir a ubiquitinacao de
receptores tirosina quinase (como o TIE2) e sugerem que a amplitude e duracdo da
sinalizacdo nesses receptores tenham papel critico na reacéo estudada®’. Wehrle et
al., em 2009, sugeriu que a ubiquitinagdo de TIE2 fosse dependente de uma molécula
denominada c-Cbl e que essa interacdo fosse dependente da estimulacdo pelo seu
ligante, a Angiopoietina-1%. Entretanto, nosso resultado deve continuar sendo
investigado em futuros estudos.

Em resumo, nosso estudo observou que as angiopoietinas 1 e 2 relacionam-se ao
ETM que ocorre na AB, de maneira independente da gravidade histologica e clinica

da doenca, e que ha uma correlagdo inversa entre suas expressoes e de seu receptor.
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3. CONCLUSOES

Através da realizacdo desta pesquisa, foi possivel confirmar a relacéo entre a as
angiopoietinas 1 e 2 com o espessamento de tanica média arterial presente na atresia
biliar. Observamos, também, que isso ocorre de maneira independente da gravidade
histologica da doenga, avaliada através dos metodos morfométricos de picrossirius e
de PCK7, pois ndo houve correlacdo entre a expressao dos fatores angiogénicos com
essas variaveis.

Foi possivel observar uma correlagdo inversa entre a expressdo das angiopoietinas
e de seu receptor, TIE2.

Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre a expressdo dos fatores

angiogeénicos entre os dois grupos estudados.
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4. PERSPECTIVAS

Os resultados adquiridos, ao findar deste trabalho, levantaram questdes a serem
respondidas. Para obter tais respostas, é preciso a realizagdo novas mensuragoes e da
associacao de outros fatores provavelmente associados a etiopatogenia da AB.

Portanto, como perspectivas iniciais da continuacdo do presente trabalho,

encontram-se:

- Realizar qPCR de outros genes provavelmente envolvidos na patogénese da
doenca, como VEGF e seus receptores VEGFR1 e VEGFR2, PDGF e HIF1;

- Avaliar os resultados obtidos através de calculos estatisticos;
- Associar os dados previamente obtidos em trabalhos posteriores com 0s novos
resultados de analise molecular, buscando encontrar correlagdes significativas entre

as varidveis com os marcadores de gravidade histoldgica da doenga;

- Correlacionar os resultados obtidos comparando os grupos estudados, buscando

encontrar diferencas significativas entre os grupos controle (CIH) e atresia biliar.
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ANEXOS
ANEXO |
NORMA PARA OBTENCAO/ARMAZENAMENTO DE TECIDO
HEPATOBILIAR NO BANCO DE TECIDOS DO LABORATORIO
EXPERIMENTAL DE HEPATOLOGIA E GASTROENTEROLOGIA - HCPA
Material necessario:
Garrafa para deposito de nitrogénio liquido (garrafa térmica);
Lapis ou caneta marcadora a prova d’agua (Nalgene Lab Marker)
Criotubos com tampa de rosca
Etiquetas de papel retangular e circular;
Parafilm M (Pechiney, Plastic Packaging, Menasha, WI, USA)
Conservantes de RNA: RNAholder (Bioagency, codigo RN-0100N) ou
RNAlater (Ambion, cédigo 7020 & 7021)
Caixas para armazenamento de criotubos
Congelador a -80° C.

Método:

1. obter recipiente para deposito de nitrogénio liquido;

2. adicionar nitrogénio liquido no recipiente, evitando vedar por completo a
garrafa;

3. Identificar etiqueta retangular com os dados do paciente (nome, registro, data
de nascimento, data do exame) usando lapis ou caneta marcadora a prova
d’agua e afixar ao criotubo. Anotar em etiqueta circular os dados do tecido
(nimero da amostra, seguido de F para figado e PH para porta hepatis) e
afixar na tampa de rosca;

4. durante o procedimento cirurgico colher pelo menos 10 mg de tecido hepatico
e de vias biliares, condicionando-o no criotubo, o qual deve ser, entdo,
vedado;

5. Cobrir o frasco com parafilm M, o qual deve ser firmemente aderido;

6. Colocar o criotubo identificado, vedado e coberto com parafilm no recipiente
com nitrogénio liquido, levando o recipiente ao local de armazenamento;

7. No local de armazenamento, acondicionar o frasco em caixa especifica,
adequadamente identificada, e deposita-la no freezer a -80°C, temperatura

que devera ser mantida constante.
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Observacgéo: Na impossibilidade de colocar o tecido hepatobiliar imediatamente
em freezer a -80°C pode-se adicionar, logo apds a colocacéo no criotubo, o volume
adequado de RNAholder (Bioagency, cddigo RN-0100N) ou RNAlater (Ambion,
codigo 7020 & 7021) e manter o material a temperatura ambiente por 24 horas, ou a

4°C por 1 més até o armazenamento adequado.

54



ANEXO Il
PROTOCOLO PARA AQUISICAO DE IMAGENS NO LABORATORIO
DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL

- Abrir 0 QCapture Pro®;

- Selecionar camera;

- Clicar em Setup;

- Configure;

- Acquire: selecionar a resolucdo 2560x1920 e clicar em OK;

- Coloca em formato Basic Dialog;

- A luz do microscopio deve estar no nivel 9 e 0 aumento em 200x (objetiva de
20x - verde);

- O filtro ND6 e ND25 devem estar selecionados;

- Clica em Autoset e calculate (para realizar equilibrio da luz — s6 fazer na
primeira imagem);

- Regular, com o ajuste micrométrico, até o melhor foco dado pelo programa;

- Clicar em Snap;

- Salvar a foto em formato TIFF e armazenar.
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Figura 1: Medidas de espessamento de tUnica média arterial (ETM) e didmetro
luminal (DL).

FIGURA 2
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Figura 2: Média dos valores de RMED (Razdo entre Espessura de Tunica Média e

Diametro Luminal) para um paciente.
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FIGURA 3
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Figura 3: Medida, em pixels, da &rea de positividade para citoqueratina-7 (CK7).

Uma imagem de dez para cada amostra.

FIGURA 4
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Figura 4. Medida, em pixels, da area de positividade para fibrose (picrossirius). Uma

imagem de dez para cada amostra.
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FIGURA 5

Figura 5: Artérias de um caso de atresia biliar avaliadas nas medidas morfométricas

de RMED (razdo espessura de tunica média‘diametro luminal)

FIGURA 6

Figura 6: Exemplos de imagens das laminas avaliadas para morfometria de (A) FIB
(extensdo da fibrose) e (B) PCK7 (percentual de positividade de citoqueratina-7).
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ANEXO 11

Termo de consentimento informado para armazenagem de material biolégico

Vocé / seu filho(a) coletara a(s) seguinte(s) amostra(s) para investigagdo / diagnostico no Servigo de

Gastroenterologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (assinale o tipo de amostra coletada):

) sim néo
Material
Soro
Tecido hepatico
Tecido de porta hepatis
Tecido de vias biliares
Vocé concorda que esta amostra seja armazenada neste servigo para os seguintes fins:
1. Futuros estudos sobre a doenca:
L S . sim nédo
Caso sua resposta seja sim, a amostra permanece identificada e vocé sera
avisado sobre qualquer informacéo obtida.

2. Outras pesquisas que ndo envolvem a doenga que vocé esta investigando e seréo realizadas sem
identificagdo da amostra, sem nenhum beneficio direto para vocé seu(s) familiar(es), mas com

potencial beneficio para o progresso médico e cientifico:

sim néao

3. Envio para outros centros para eventual realizacao de exames com potencial beneficio direto

para vocé ou seu(s) familiar(es) (amostra identificada): sim nao
4. Envio para outros centros de pesquisa em que ndo ha beneficio direto para sim nao
vocé ou seus familiares (amostra enviada sem identificagao):

O armazenamento da amostra ndo implica em qualquer custo adicional nem interferird na realizacdo normal
do exame. O periodo de armazenamento é indeterminado, mas seu consentimento pode ser retirado a qualquer
momento se vocé mudar de idéia e, neste caso, a amostra sera descartada. Este documento ndo torna obrigatoria a
realizacdo de nenhum dos procedimentos acima mencionados. Em nenhuma hipétese havera quebra de sigilo
quanto aos seus dados ou a liberagdo da amostra identificada para terceiros sem sua autorizagao.

Declaro que li e compreendi as informagGes acima e todas as minhas dividas foram esclarecidas por:

Local:
Data:

Assinatura:

Endereco e telefone para contato:
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TABELA 1
Tabela 1: Idade dos pacientes quando submetidos & laparotomia exploratéria.

Mediana Minima Méaxima DP p
AB (n24) 65 31 109 19 NS
C (n9) 67 34 147 33,88 NS

Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p< 0,05. AB - atresia biliar; C — controle/outros casos
de colestase intra-hepatica; NS — néo significativo; DP — desvio padrao.

TABELA 2
Tabela 2: Expressédo das angiopoietinas 1 e 2 e seu receptor TIE2 por RT-PCRq
Perc25 Mediana Perc75 p
AB 15,02 92,93 4405,30 0,11
ANG1
C 10,01 15,67 1069,01
AB 17,82 136,00 1406,11 0,28
ANG2
C 10,05 15,73 1073,51
AB 304,43 3444,31 13307,94 0,75
TIE2
C 343,92 6882,98 17754,52

Teste de Mann — Whitney. Nivel de significancia p <0,05.
ANG1 - angiopoietina-1; ANG 2 — angiopoietina-2; TIE2 — receptor TIE2; AB — atresia biliar; CIH —

colestase intra-hepatica; Perc — Percentil.
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TABELA 3

Tabela 3: Correlagdes entre as expressdes de angiopoietina 1 e 2, seu receptor TIE2,
as variaveis de gravidade histologica extensdo da fibrose, positividade de
citogueratina-7, espessamento de tunica media arterial e a idade da bidpsia hepética

no grupo da atresia biliar. Em destaque, correla¢des positivas.

ANG1 ANG2 TIE2 RMED PCK7 FIB IdBio
ANG1 1

r=0,695
ANG?2

p=0,0001

r=-0,733 r=-0,543
TIE2 1

p=0,0001 p=0,007

r=0,586 r=0,522 r=-0,461

RMED 1

p=0,013 p=0,032 p=0,063

r=-0,15 r= 0,086 r= 0,225 r= 0,326

PCK7 1

p=0,0955 p=0,743 p=0,202 p=0,202

FIB r=-0,64 r=-0,074 r=0,137 r=0,387 r=0,551 L
p=0,808 p=0,779 p=0,599 p=0,125 p=0,022

r=0,224 r=-0,18 r=0,054 r=0,031 r=0,700 r=0,330
p=0,428 p=0,934 p=0,805 p=0,907 p=0,002 p=0,196
Estatistica: Correlacdo de Spearman. Nivel de significancia p <0,05.

ANG1 - angiopoietina-1; ANG2 - angiopoietina-2; TIE2 — receptor TIE2; RMED - razdo entre

IdBio

espessura de tlnica média e diametro luminal; PCK7 — porcentagem de positividade de citoqueratina-
7; FIB — escore de extensdo da fibrose; IdBio — idade da bidpsia hepética.

r= coeficiente de correlagdo de Spearman; p= nivel de significancia.
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	Figura 4: (A) Detalhe exibindo a arquitetura histológica de um (B) lóbulo hepático, composto por hepatócitos (hepatocyte), com um espaço porta que contém uma veia porta (portal vein) que se ramifica em sinusóides (sinusoid), uma artéria hepática (hepa...

