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Resumo

Introducao: A colestase neonatal, apesar de ser uma doenca com baixa incidéncia
mundial, apresenta uma elevada taxa de mortalidade se nao for identificada e tratada
de forma precoce. A colestase neonatal é classificada em dois grupos etiologicos
distintos: colestase extra-hepatica e colestase intra-hepética. Esta é uma distincao
crucial, uma vez que a etiologia da colestase vai influenciar a escolha do tratamento. A
anélise da bidpsia hepéatica percutanea é a principal ferramenta de diagnostico na
avaliacao inicial de um lactente colestatico, demonstrando os niveis de acuracia mais
elevados quando comparado com os restantes métodos de diagnosticos utilizados para
este fim. Este estudo teve como objetivo fazer uma extensa revisdo bibliografica da
avaliacao histopatolégica da colestase neonatal, e uma analise histopatologica de
amostras de lactentes colestaticos de forma a correlacionar as variaveis
histopatologicas com o diagnoéstico etioldgico final e avaliar a acuracia da bidpsia

hepatica percutanea.

Materiais e métodos: Quarenta e sete biopsias hepaticas (27 bidépsias em cunha e 20
bidpsias percutaneas) obtidas entre 2006 e 2021 de pacientes com colestase neonatal
tratados no Servico de Pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre foram
estudadas prospectivamente através de um protocolo histopatologico especifico. Foram
utilizadas pelo menos 3 coloracoes diferentes e estudadas 18 variaveis histopatologicas
hepaticas relacionadas com diagndstico diferencial da colestase neonatal. Este
protocolo histopatologico foi desenvolvido e usado em consenso por 2 experts em
histopatologia hepatica, acompanhados pelo mestrando. Todo o processo foi feito de
forma cega em relacdo a histéria clinica, aos resultados de imagem, aos dados
laboratoriais e ao diagnoéstico final dos pacientes. As alteracdes histopatologicas
avaliadas nos pacientes pediatricos com colestase neonatal foram divididas em 32

fatores relacionados e foram analisados por regressao logistica.

Resultados: A Reacdo Ductular (p<0.001), a Proliferacao de vasos no espaco porta e
pontes fibrosas (p<0.001), e o Padrdo obstrutivo (p<0.001) foram os melhores
indicadores de Atresia Biliares. A associacao entre as variaveis “Padrao Obstrutivo” e
“Proliferacao de vasos no espaco porta e pontes fibrosas” apresenta uma acuracia de
76,6% no diagndstico de Atresia Biliar. A sensibilidade e a especificidade da bi6psia
hepatica para o diagnostico de Atresia Biliar, utilizando o nosso modelo, foi de 71,4% e

80,8%, respetivamente.
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Conclusao: A identificacdo da “Proliferacdo de vasos no espaco porta e pontes
fibrosas” constitui uma variavel adicional as varaveis atualmente consideradas de
“Padrao obstrutivo”, acrescentando desta forma acurdcia na diferenciacio
histopatologica entre a Atresia Biliar e colestase intra-hepatica. No entanto, o
diagnostico diferencial da colestase neonatal continua a ser desafiador e deve incluir,
de forma complementar a avaliacao histopatologica, uma correlacao clinica adequada e

estudos genéticos.

Palavras-chave

Colestase Neonatal; Histopatologia; Biopsia Hepética; Diagnostico Diferencial; Atresia

Biliar.
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Abstract

Introduction: Neonatal cholestasis, despite having low incidence worldwide, presents
a health burden with elevated mortality rate if not early identified and treated.
Neonatal cholestasis is broadly classified in two etiological groups: extrahepatic
mechanical obstructive and intrahepatic cholestasis. This is a crucial distinction, since
has precise therapeutic implications. The analysis of a percutaneous liver biopsy is a
main diagnostic tool in the initial evaluation of a cholestatic infant, presenting the
highest levels of accuracy among the diagnostic methods employed for this purpose.
This study aimed to do an extensive bibliographic review of the histopathological
evaluation of neonatal cholestasis, and a histopathological analysis of the samples of
cholestatic infants to correlate the histopathological variables with the final etiological

diagnosis and assessed the accuracy of percutaneous liver biopsy.

Materials and Methods: Forty-seven liver biopsies (27 wedge biopsies and 20
percutaneous biopsies), all from patients cared for neonatal cholestasis in the
Pediatrics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre from 2006 to 2021 were
prospectively studied using a specifically designed histopathological protocol. At least 3
different stains were used, and 18 hepatic histopathological variables related to the
differential diagnosis of neonatal cholestasis were studied. This histopathological
protocol was developed and then used by 2 hepatic’s histopathology experts and the
M.D student, blinded for the clinical history, imaging results, laboratory data or final
diagnosis of each case. The histopathological changes analysed in pediatric patients
with neonatal cholestasis were divided into 32 related factors and evaluated by logistic

regression analyses.

Results: Ductular proliferation (p<0.001), Vascular proliferation in the portal tracts
and fibrous bridges (p<0.001), and Obstructive pattern (p<0.001) were the most
accurate variable for the diagnosis of Biliary Atresia. The association between the
variable “Obstructive pattern” and “Vascular Proliferation in portal tracts and fibrous
bridges” had an accuracy of 76,6% for the diagnosis of Biliary Atresia. Sensitivity and
specificity of liver biopsy for diagnosing Biliary Atresia was 71,4% and 80,8%,

respectively.
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Conclusion: The variable “Vascular proliferation in portal tracts and fibrous bridges”
added accuracy to the presence of an “Obstructive pattern” in the histopathological
differentiation between Biliary Atresia and intrahepatic cholestatic diseases. The
differential diagnosis, however, remains challenging and must include proper clinical

correlation and genetic studies.

Keywords

Neonatal Cholestasis; Histopathology; Liver Biopsy; Differential Diagnosis; Biliary

Atresia.
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1. Introducao

A ictericia por predominio da bilirrubina indireta nos recém-nascidos ¢ comum e, na
maioria das vezes, fisiologica. Contudo, o aumento da bilirrubina direta traduz a
presenca de doenca hepatocelular ou biliar e necessita de exploracao clinica urgente.
Nesses casos, o esclarecimento precoce do diagnoéstico etiologico e a instituicdo de
tratamento adequado exercem influéncia decisiva na sobrevida e na qualidade de vida
de muitos doentes. Assim, pode-se considerar a CN uma urgéncia em gastroenterologia

pediatrica.(1)

Colestase é o termo usado para descrever os estados patologicos que cursam com a
reducio do fluxo biliar, por alteracées anatomicas ou funcionais do sistema biliar,
independentemente da causa e do local da obstrucao. Consequentemente, os doentes
colestaticos apresentam concentracoes séricas elevadas de substincias habitualmente
excretadas na bilis, como a bilirrubina conjugada, acidos biliares, colesterol e outros
fosfolipidos. Colestase é considerada neonatal quando comeca nos trés primeiros meses
de vida (2) e apresenta uma incidéncia de 1 em cada 2500 nados vivos.(3) Os principais
achados clinicos sao a ictericia, acolia, coluria, prurido e xantomas.(1) Do ponto de vista
histopatoldgico, existe uma acumulacdo do pigmento biliar nos hepatocitos, nos

canaliculos e nos ductos biliares.(2)

A CN é amplamente classificada em dois grupos etioldgicos: obstrucao extra-hepética e

colestase intra-hepatica (tabela 1).
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Tabela 1 - Diagndstico diferencial da colestase neonatal.

CAUSAS INTRA-HEPATICAS

A. Hepatite neonatal idiopatica — mecanismo desconhecido

B. Transtorno da embriogénese
1. Sindrome de Alagille
2. Malformaciao da Placa Ductal: ARPKD, ADPLD, doenca de Caroli, Sindrome de
Joubert com fibrose hepéatica congénita (Sindrome COACH), Sindrome de Meckel,

Displasia renal-hepatico-pancreéatica 1 (gene NPHP3)

C. Transtorno da biossintese e conjugacio dos sais biliares
1. Deficiéncia de 3-oxo-4-esteroide 5f3-redutase
2. Deficiéncia de 3B-hidroxi-5-C27-esteroide desidrogenase
3. Deficiéncia de oxisterol 7a-hidroxilase
4. Deficiéncia de BACAT (Hipercolenémia familiar)
5. Transtorno funcional da alfa-metilacil-CoA racemase (AMACR) — Defeito

congénito da sintese de acido biliar tipo 4

D. Transtorno do transporte e secrecio pela membrana
1. Transtorno da secrecdo canicular
a. Transporte de sais biliares — Deficiéncia de BSEP
i. Persistente progressiva (PFIC2)
ii. Recorrente benigna (BRIC2)
b. Transporte de fosfolipidos — Deficiéncia MDR3 (PFIC3)
c. Anormalidade da proteina de jungao oclusiva 2 (PFIC4)
d. Transporte ibnico —Fibrose Cistica (CFTR)
2. Transtorno das junc¢oes oclusivas entre os hepatoécitos e os canaliculos
biliares
a. Anormalidade da proteina de juncao oclusiva 2 (PFIC4)
3. Transtornos complexos ou multiorganicos
a. Deficiéncia da FIC1 (distarbio da translocacio da fosfatidilserina)
i. Persistente progressiva (PFIC1)

ii. Recorrente benigna (BRIC1)

b. Colangite esclerosante neonatal com ictiose

c. Colangite esclerosante neonatal sem ictiose (gene DCDC2)

d. Disfuncao artrogripose-renal-colestase (genes VPS33B, VIPAS39)

e. Xantomatose cerebrotendinosa (gene CYP27A1)

f. Disfuncao da glicosilagdo congénita (ALG 3, ALG 8, GLS1, PMM2, MPI,

COG1, COG7, ATP6AP1)

g. Disfuncio Secundiria do metabolismo dos sais biliares: Sindrome de
Zellweger, distrbios dos peroxissomos com envolvimento de mutacdo do
gene PEX e doenca de Refsum neonatal

h. Disfuncdo do ciclo de ureia: citrulinemia do tipo II (colestase por

deficiéncia de citrina, gene SLC25A13)

ol
.

Outras: hepatopatias mitocondriais (sindrome de deplecdo mitocondrial,
genes dGK, POLG, MPV17) e défice do complexo III (gene BCS1L)
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E. Disturbio funcional dos recetores nucleares dos acidos biliares
1. PFIC 5 (gene NR1H4) — defeito funcional do FXR

F. Doencas hepaticas metabdlicas

1.

2.

Transtorno Glandular: hipotiroidismo, hipopituitarismo

Com envolvimento do trato biliar: doenca de depésito da ai-antitripsina,
fibrose cistica

Sem envolvimento do trato biliar: Transtorno do metabolismo de hidratos de
carbono (Galactosemia, Intolerancia hereditaria a frutose, Glicogenose IV,
Sindrome de deficiéncia da glicoproteina dos hidratos de carbono), Transtorno do
metabolismo dos aminoacidos (Tirosinemia), Transtorno do metabolismo dos

lipidos (Sindrome de Wolman, Niemann-Pick, Gaucher tipo 2 e doenca de Farber)

G. Infecoes Congénitas

1.

2.

Parasitica: Toxoplasmose

Viral: Rubéola, Citomegalovirus, herpes simples, Virus hepatotrépicos (A, B e C),
HIV, Parvovirus 19, Varicela, Paramixovirus, Sepse entérica viral (echo-, coxsackie e
adenovirus)

Bacteriana: Sifilis, Sépsis bacteriana, Infecdo do trato urinério, Listeriose,

Tuberculose

H. Transtornos Imunes

1.

2.

3.

Lapus eritematoso neonatal
Hepatite neonatal com anemia hemolitica autoimune

Hemocromatose neonatal

I. Associado a nutricio parentérica total

J. Miscelanea

1.

P @B

Histiocitose X

Hepatite fibrosante com leucemia transitoria (trissomia 21)
Choque e hipoperfusiao

Asfixia neonatal

Associada a obstrucao intestinal

CAUSAS EXTRA-HEPATICAS

Atresia Biliar

Cisto do Colédoco

Perfuraciao Espontanea do Ducto Biliar Comum

Barro Biliar

Colelitiase
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Esta é uma distin¢ao crucial, pois ap6s a confirmacdo da CN ha uma necessidade
urgente de diagnosticar e tratar a obstru¢cdo mecanica. Sem este tratamento a cirrose
ocorrerd rapidamente.(4) Também os tratamentos disponiveis para a CN de causa
intra-hepéatica devem ser administrados o mais precocemente possivel de forma a evitar
os efeitos nocivos da acumulacdo cronica de acidos biliares e metabdlitos.(5) Em
diversos pacientes, torna-se mesmo necessario a realizacdo de uma laparotomia
exploratoria associada a colangiografia transoperatéria, com o objetivo de confirmar a

presenca ou auséncia de uma obstru¢ao mecanica extra-hepatica.

A causa mais frequente de CN é a AB que se caracteriza por completa obstrucio de
parte ou da totalidade das vias biliares extra-hepaticas. Inicia-se exclusivamente na
infancia, manifestando-se por ictericia colestatica ao nascimento ou nas primeiras
semanas de vida, hepatomegalia, acolia e coltria persistentes. Associa-se também a
colangiopatia esclerosante intra-hepatica progressiva.(1) A etiologia da AB nao é
totalmente percebida, mas suspeita-se de uma predisposi¢do genética, associada a uma
exposicao multifatorial que desencadeia uma resposta imune desregulada que
desorganiza o revestimento epitelial biliar e que leva a inflamagdo e fibrose
progressivas.(6) A importancia da inflamacao e da fibrinogénese no desenvolvimento
da AB foi recentemente reforcada com a descoberta de que a MMP-7 é expressa nos
colangidcitos, comportando-se como marcador de lesdo epitelial na AB e constituindo

uma ferramenta 1til para o diagnoéstico diferencial da doenca.(7)

O prognostico pos-operatorio da portoenterostomia, desenvolvida pelo Dr. Kasai com o
objetivo de restabelecer a drenagem biliar ao desobstruir os ductos na regidao do hilo
hepatico nos pacientes com AB, é sobretudo afetado pela idade de realizacdo do
procedimento, beneficiando com a sua realizacdo nos primeiros 65 dias de vida.(8) A
portoenterostomia é um procedimento paliativo e, mesmo quando é realizado em
condicoes ideais, ocorre colangiopatia, cirrose e insuficiéncia hepatica, necessitando de
transplante na idade adulta na maioria dos casos.(9) Existem diferentes formas clinicas
de AB: a variante "perinatal” apresenta um intervalo livre de ictericia ao nascimento e
nenhuma anomalia extra-hepatica associada, enquanto a variante "embrionaria"
apresenta ictericia persistente desde o nascimento, e inclui anomalias extra-hepaticas,
como a malformacao esplénica da AB. Uma variante “cistica” da AB é reconhecida,
apresentando melhores resultados poés-operatorios(6), enquanto o subconjunto de
pacientes com AB com evidéncias de positividade da IgM sérica para o CMV
apresentam pior prognostico no po6s-operatorio.(10) Este conjunto heterogéneo de
apresentacoes clinicas sugere que a AB representa um fenotipo associado a fatores

desencadeantes distintos.(11)
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As causas de CN intra-hepaticas estdo indicadas na tabela 1. No entanto, grande
numero dos casos de CN ainda permanecem sem definicao etiolégica sendo, por isso,
classificados como “Hepatite Neonatal Idiopatica” cujas caracteristicas histopatolégicas
sdo colestase intra-hepatica inespecifica e transformacao dos hepatocitos em células

gigantes.(12)

Sao varios os métodos que tentam diferenciar as causas extra e intra-hepaticas da CN.
Um deles é a ecografia uma vez que a presenca de um “sinal de cordao triangular”, ou
seja, uma estrutura triangular hiperecogénica no hilo do figado com mais de 3 mm de
espessura, € sinal patognomonico com alta precisdo de causas extra-hepaticas de
colestase, como a AB. A artéria hepatica com dilatacao do limen no hilo do figado, as
telangiectasias subcapsulares e o formato anormal da vesicula biliar podem aumentar a
precisao do diagnoéstico, contudo a ecografia nao permite a diferenciacdo entre AB e
causas intra-hepaticas de colestase na infancia, como sindrome de Alagille e hepatite

neonatal.(3,13)

Desenvolveram-se algumas pontuacoes clinicas e laboratoriais para prever a causa da
CN e distinguir entre AB e nao-AB. Apesar dos valores aceitaveis dos resultados, a alta
precisao para essa distin¢ao nao foi alcancada.(14) A avaliacao, no sangue, do nivel de
MMP-7 em associacao com o nivel de GGT foi recentemente proposta como um método
preciso para o diagnostico diferencial da CN. Contudo, ainda sdo escassos os estudos

prospetivos relativos a este novo teste nao invasivo.(7)

A andlise histopatolégica de uma bidpsia percutanea do figado é considerada a
ferramenta de diagnodstico mais importante na avaliacdo inicial de uma crianca
colestatica, apresentando os mais altos niveis de precisdo entre os métodos de
diagnostico empregados para esse fim.(3,14,15) Além do seu papel diagnostico, a
avaliacdo da bidpsia hepatica pode também revelar caracteristicas histologicas
significantes em termos de prognostico. Um exemplo é o grau de fibrose ou a extensao
da reacdo ductular que pode ajudar a prever o resultado ap6s uma portoenterostomia

de Kasai.
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2. Objetivos

O objetivo desta tese de mestrado é apresentar, de forma estruturada, uma revisao
bibliografica extensa e atualizada sobre o tema descrito no titulo, e uma anéilise
histopatologica das amostras de lactentes colestaticos. Ou seja, em primeiro lugar
contribuira no diagnostico diferencial entre as causas extra e intra-hepaticas da CN. Em
segundo lugar, pretendera fazer uma correlacdo das variaveis histopatolégicas com o

diagnostico etioldgico final.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostra

Este estudo contou com 47 pacientes com CN, de ambos os sexos, submetidos ao pro-
tocolo de investigacdo de CN no Setor de Hepatologia Pediatrica, da Unidade de
Gastroenterologia Pediatrica do Servico de Pediatria do HCPA no periodo
compreendido entre 2006 e 2021. Dentro deste protocolo, além dos exames clinico-
laboratoriais e de imagem, realizou-se uma biépsia percutanea (n=20), onde 3 biopsias
foram de doentes com AB e 17 biopsias foram de doentes com Colestase intra-hepatica.
Em pacientes cuja gravidade clinica e imprecisao no diagnostico dos exames citados
exigiram, a defini¢do etiologica da doenca foi confirmada através de colangiografia
transoperatéria durante uma laparotomia exploratéria. Nos casos em que foi
confirmada a obstru¢do mecanica do ducto biliar comum através da inspecao cirargica
e da colangiografia, prosseguiu-se o procedimento para uma portoenterostomia
(cirurgia de Kasai) (n=22). Os restantes pacientes incluidos neste estudo como
controlos, sdo 26 doentes portadores de doenca colestatica de causa intra-hepatica, que
se diagnosticou com a auséncia obstrucdo mecanica na qual se realizaram terapéuticas
especificas, quando disponiveis, para além do tratamento sintomaético. Ainda, durante a
laparotomia, respeitando a etapa cirirgica do protocolo de investigacao da colestase
neonatal no HCPA, foi obtida uma amostra hepatica em cunha (n=27) para posterior
andlise histologica. Em alguns casos de colestase intra-hepatica cujo diagnostico foi
obtido sem necessidade de procedimento cirdrgico, a biopsia hepatica foi obtida apenas
por técnica percutdnea. Neste estudo foram incluidos todos pacientes com CN menores
que 90 dias de vida por ocasido da laparotomia exploratoria. Por sua vez foram
excluidos os pacientes que comprem o critério de inclusao, mas os pais nao deram o
devido consentimento para a recolha de material histolégico ou para a utilizacao dos
dados, e os restantes pacientes que nao cumprem com o critério de inclusdo. Para cada
caso de CN foi preenchido um termo de consentimento informado para a colheita e
armazenagem de material biologico (anexo I), e de informacoes clinicas, componentes
de um banco de dados de bases histéricas relacionados com a sobrevida do figado
nativo destes pacientes, e para a sua aplicacao, assinamos um Termo de Compromisso
para o uso de dados, na qual nos comprometemos ao respeito, anonimato e sigilo, e uso
das informacdes apenas com fins cientificos (anexo II). Este projeto contou ainda com a
aprovacdo da Comissdo de Etica da Universidade da Beira interior que néo identificou

matéria que ofenda os principios éticos e morais (anexo III).
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3.2 Pesquisa Bibliografica

A pesquisa bibliografica aconteceu entre marco e abril de 2020, tendo sido atualizada

em outubro de 2020. Realizou-se uma revisao de literatura narrativa.

Fez-se a pesquisa recorrendo ao motor de busca PubMed através da seguinte

sequéncia:

“Neonatal Cholestasis” OR “Neonatal Hepatitis” OR ((Pediatric OR Paediatric) AND
liver AND (disorder OR disease)) OR ((Pediatric OR Paediatric) AND hepatic disease)

AND

“Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis” OR PFIC OR PFIC1 OR “PFIC 1” OR
PFIC2 OR “PFIC 2” OR PFIC3 OR “PFIC 3” OR PFIC4 OR “PFIC 4” OR PFIC5 OR
“PFIC 5” OR BRIC1 OR “BRIC 1” “Alagille Syndrome” OR “Ductal Plate Malformation”
OR “Caroli disease” OR “Joubert syndrome with congenital hepatic fibrosis” OR
“Meckel syndrome” OR “Renal-hepatic-pancreatic dysplasia 1” OR Galactosemia OR
Tyrosinemia OR “hereditary fructose intolerance” OR “Cystic Fibrosis” OR “Niemann
Pick” OR “Mitochondrial Respiratory-chain liver diseases” OR “Neonatal
Hemochromatosis” OR Hypothyroidism OR “Arthrogryposis-renal Dysfunction-
cholestasis Syndrome” OR “Neonatal Sclerosing Cholangitis” OR “Inborn errors of bile
acid metabolism” OR “BACAT deficiency” OR “amidation defect” OR “Bile acid-CoA
ligase deficiency” OR “Bile acid-CoA amino acid N-acetyltransferase deficiency” OR
“bile duct paucity” OR “ductular reaction” OR “biliary hyperplasia” OR “giant cell” OR
“giant cell transformation” OR “congenital hepatic fibrosis” OR “Benign Recurrent
Intrahepatic Cholestasis” OR BRIC OR “Biliary Atresia” OR “Choledochal Cyst” OR
“Spontaneous perforation of the common bile duct” OR Cholelithiasis OR “Biliary
sludge” OR “Mucous plug” OR “Extrahepatic Causes” OR “Intrahepatic Causes” OR
“Drug Induced” OR DILI

AND

Histopathology OR Histology OR (Histopathology AND Liver) OR (Histology AND
Liver) OR “Liver Biopsy”

AND

Prognosis OR Differential Diagnosis OR Diagnosis OR ((Pediatric OR Paediatric) AND
“Liver Transplant”) OR fibrogenesis OR cirrhogenesis OR fibrosis

AND

Date — Publication: 01/01/2012 to present
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Foram incluidos na pesquisa artigos dos idiomas inglés e portugués. Foi dada
preferéncia aos artigos mais recentes, contudo sem excluir outros menos recentes
sempre que o seu conteudo fosse considerado relevante. Os critérios de inclusao e

exclusdo encontram-se na tabela 2.

Consultaram-se também livros da area da Doenca Hepatica, e em especifico sobre o
tema da CN. Foram de igual forma incluidas publicacoes fornecidas pelo Orientador

deste estudo, entendidas pelo mesmo como pertinentes.

Tabela 2 — Critérios selecao da literatura revista.

© e Estudos experimentais; observacionais, de revisio e meta-
'z ’g andlises
:§ —3 e  Protocolos internacionais relacionados ao tema estudo
.5‘ = e  Artigos publicados preferencialmente nos tltimos 10 anos
e Textos noutras linguas que nao portugués ou inglés
5 o| ® Estudos experimentais realizados em animais
%
é E e Estudos de descrigdo de casos isolados
@ ©
"éﬁ ﬁ e Estudos com metodologia inadequada
e  Artigos publicados anteriormente a 10 anos antes do estudo

3.3 Preparacao Histolégica e Imunohistoquimica

De cada amostra de tecido dos casos de CN obtidos por ocasiao da portoenterostomia e
dos controlos, foram utilizados cinco sec¢des de 5 pm de espessura. Trés seccoes foram
utilizadas para reagir com um anticorpo primario: o anticorpo monoclonal
anticitoqueratina 19 humana utilizado para facilitar o estudo das estruturas biliares.
Além da marcacao imunohistoquimica, duas outras coloracées foram empregadas: a

hematoxilina-eosina e o picrossirius.
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3.4 Estudo Histolégico

A analise das laminas obtidas dos 47 pacientes que constituiram a amostra foi feita por
2 experts em histopatologia hepatica (CTC e JLS), em consenso e de forma cega em
relacdo ao diagnostico final dos lactentes, acompanhados pelo mestrando. Foi utilizado
um protocolo histopatologico que sera descrito na seccao seguinte e que envolveu 18
variaveis, das quais 17 foram dicotémicas e 1 foi categorica. Durante o processo de
andlise de cada caso, além dos resultados obtidos em relacdo a cada varidvel
histologica, os casos foram -classificados em 2 grupos de acordo com o Padrao
Histopatologico: 1) Padrao Obstrutivo e 2) Padrao Nao-obstrutivo. No Padrao Nao-
obstrutivo de acordo com as caracteristicas apresentadas foi feita a distin¢ao, sempre
que possivel, em Padrao Inflamatério (Hepatitico), Padrao Ductopénico, Padrao de
Esteatose (Micro ou Macrovesicular) e Padrao de Deposito. Os dados foram

armazenados num Banco de Dados em formato Excel, para posterior analise estatistica.

3.5 Protocolo da Analise Histopatologica

O protocolo utilizado para a anélise histopatologica das bidpsias obtidas é composto
por 17 variaveis qualitativas e 1 variavel semi-quantitativas, que serdo devidamente

descritas e conceituadas nesta secgao.
3.5.1 Variaveis Qualitativas

e Estruturas biliares dos espacos-porta:

v' Reacdo ductular - considerou-se o parametro de reacao
ductular no espaco-porta a presenca de ductos biliares em
numero aumentado, localizados no tecido hepatico, no interior
dos espacos porta (ducto interlobular), ao longo da interface
portal-lobular e em focos no l6bulo hepatico. Quando
ultrapassam os limites do espago portal, proliferam para as

pontes fibrosas porta-porta e porta-centro.(16)

v' Rarefacao biliar — consiste na diminuicdo da razao numérica
ducto biliar interlobular/ramo arterial portal menor que 0,8
(normal 0,9 a 1,8). Para alguns autores o valor desta razao

associado a rarefacao biliar é 0,4. Para a analise desta relagao sao

12
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indispensaveis pelo menos 6 espacos porta completos, embora o

ideal seja 20 espacos porta.(17)

Pseudoacinos: canaliculos biliares dilatados rodeados por mais de dois

hepatocitos em arranjo pseudotubular, com ou sem pigmento biliar.(16)

Células Gigantes: hepatocito multinucleado que resultam da inibicao
mitotica do figado jovem em crescimento por um agente prejudicial ou
resultam da fusdo sincicial de hepatoctos contiguos. Associa-se a

distarbios da sintese de acidos biliares.(16)

Pigmento Biliar em hepatoécitos e células de Kupffer: presenca

de pigmento biliar, observavel ao microscopio, nestas estruturas.(16)

Degeneracao Balonizante: edema e arredondamento dos
hepatocitos, como se observa na esteatohepatite e na hepatite viral.
Presume-se que seja causado por um dano da membrana, que permite o
fluxo de fluido para o interior da célula, ou por um dano do

citoesqueleto, levando a perda da forma celular.(16)

Infartes Biliares: areas de necrose dos hepatécitos periportais devido

ao extravassamento de bilis.(16)

Tampoes biliares em canaliculos e dictulos: presenca de

pigmento biliar, observéavel ao microscopio, nestas estruturas.(16)

Metaplasia Mieloide: Corresponde a presenca de hematopoiese extra-

medular, sugestiva de colestase de causa intra-hepatica.(18)

Presenca de Esteatose(19):
v Esteatose Macrovesicular: quando os vacutolos lipidicos
citoplasmaticos deslocam o ntcleo para a periferia.
v Esteatose Microvesicular: quando o nicleo permanece na
posicao central e se encontra rodeado por multiplas e pequenas

vesiculas lipidicas.
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¢ Elementos estruturais dos ramos da artéria hepatica: foram
avaliadas artérias musculares e arteriolas presentes no tecido hepatico
quanto ao aparente espessamento das tinicas média e intima.

v' Artéria Muscular: Vaso de parede muscular espessa e
compacta de didmetro do limen igual a 4 mm e espessura da
parede igual a 1 mm. A tdnica intima é constituida por um
revestimento endotelial interno, uma camada de tecido
conjuntivo conjuntivo (subendotélio) e uma camada externa de
elastina (lamina eléstica interna). A tinica média é constituida
por células musculares lisas rodeadas de componentes de matriz
extracelular em quantidade varidvel. A tnica externa, ou
adventicia, é composta por tecido conjuntivo.(20)

v' Arteriola: Vaso de parede muscular compacta de diametro do
limen igual a 20 pum e espessura da parede igual a 15 um. Em
cortes histologicos, a espessura da parede da arteriola €
aproximadamente igual ao diametro do limen. A tanica intima
possui um endotélio, um subendolélio e uma lamina elastica
interna. A tanica média normal consiste em até 5 camadas
concéntricas de células musculares lisas. A tinica adventicia, ou
tanica externa, contém pouca quantidade de tecido conjuntivo

frouxo, unindo o vaso ao meio que o rodeia.(20)

e Proliferacao de vasos no espaco porta e pontes fibrosas:
aumento do namero de artérias e arteriolas observadas no espaco porta
e pontes fibrosas, relacionado com o agravamento da reacdo ductular e

com a angiogénese secundaria.(21,22)

e Pontes fibrosas porta-porta e porta-centro: as pontes fibrosas
surgem quando a fibrose, a hiperplasia vascular e a reacao ductular
existente no tecido hepéatico lesado ultrapassam os limites do espaco
porta. Dependo da sua direcdo podem ser porta-porta (entre 2 espacgos

porta) e porta-centro (entre o espacgo porta e a veia centro-lobular).(9)

e Expansao Portal: é causada pela reacdo ductular, pela infiltracao
celular inflamatoria, pelo edema e pela fibrose que se observa no tecido
hepatico lesado, que resulta no alargamento do espaco porta em direcao

ao l6bulo hepatico.(9)
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Presenca de estruturas semelhantes a malformaciao da placa
ductal: a malformacao da placa ductal foi caracterizada com a
persisténcia de estruturas biliares de caracteristicas embrionarias com
morfologia irregular, dilatada, formando anel circundante a tecido

mesenquimatoso com ou sem ramo de veia porta no centro.(1,23)

Presenca de mini-placas ductais: as mini placas-ductais sio
compostas por um pequeno vaso sanguineo central, rodeado por uma
pequena quantidade de mesénquima derivado do espaco de Disse e por
uma camada dupla de células epiteliais do tipo biliar, formando um

lumén circular, quase virtual, entre ambas as camadas.(23)

Aglomerados Vasculares na Regido Subcapsular: As
telangiectasias subcapsulares sdo pequenas dilatacoes das artérias na
area subcapsular hepatica em pacientes com atresia biliar. Também
surgem outros vasos que se revelam como capilares sinusoidais dilatados
na area subcapsular hepéatica, formados por uma tnica camada de
células endoteliais altamente permeéaveis com espacos entre elas e
circundadas por uma lamina basal. Sao subcapsulares pois surgem sob a
capsula de Glisson, estando diretamente relacionadas com o

mesénquima portal vascularizado por ramos da artéria hepatica.(20,24)

3.5.2 Variaveis Semi-quantitativas

Score de Fibrose especifico para a AB(25):
v FS1 - leve: de expansdo fibrosa portal a pontes fibrosas
envolvendo menos de 50% dos espacos-porta;
v" FS2 - moderada: pontes fibrosas em mais de 50% dos espacos-
porta, sem arquitetura nodular;
v FS3 - intensa: pontes fibrosas em mais de 50% espacos-porta,
acompanhadas de arquitetura nodular cirrotica, e consequente

cirrose.
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3.6 Padrao Histopatologico

Antes de classificar uma amostra em um tipo de padrao histologico, importa ter em
atencdo que existem diversos achados inespecificos relacionados a CN,
independentemente de causa ou local da lesdao. Esses achados sdo as Células Gigantes, o
Pigmento em hepatdcitos e CK, Degeneracdo balonizante, Corpusculos de Mallory,
Infartes biliares e Pseudoacinos.(26) Tendo em conta este aspeto, os casos foram

classificados de acordo com seguintes padroes histopatolégicos:

Padrao Obstrutivo

A maior utilidade do estudo histopatolégico para o diagnoéstico de AB repousa na
identificacdo das variaveis que se associam especificamente a um quadro obstrutivo
mecanico extra-hepatico, onde se inclui a Reacdo Ductular envolvendo tanto o ducto
interlobular como a interface portal lobular, a Expansao Portal por infiltrado
inflamatoério, edema e fibrose, os Tampodes Biliares em ductulos e ductos maiores, e as
Pontes Fibrosas porta-porta e porta-centro.(27) A figura 1 mostra uma representagao
esquematica destas alteracOes histopatologicas indicativas de CN obstrutiva de causa

extra-hepatica.
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Figura 1 — Alteracoes histopatolégicas indicativas de colestase neonatal obstrutiva de causa extra-hepatica.
O canto superior esquerdo da imagem mostra um espaco porta normal, onde se observa a triade portal que
inclui o ducto biliar interlobular (DBI), os ramos da veia porta (VP) e da artéria hepatica (AH). Na periferia
do espaco porta existem os canais de Hering (CH) que apresentam um aglomerado de células estaminais e
células bipotenciais (hepatoblastos) que ddo origem as linhagens de hepatécitos e colangiocitos. Nas
alteracoes biliares de caracter obstrutivo (a direita da imagem) existe uma expansao portal causada pela
reacdo ductular, infiltracdo celular inflamatéria, edema e fibrose. Os ductos/ductulos proliferados sio
obstruidos pelos tampdes biliares formados. A fibrose, a proliferagdo vascular e a reacdo ductular
ultrapassam os limites do espago porta formando pontes fibrosas.
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Padrao Inflamatoério

Apresenta as caracteristicas inespecificas presentes na CN como a presenca de
pseudoéacinos (figura 2), células gigantes, pigmentos biliares em hepatdcitos e células
de Kupffer e tampdes biliares em canaliculos, demonstrando os efeitos histopatolégicos
gerais da colestase sobre as estruturas hepatobiliares. Apresenta também um infiltrado

inflamatorio muito caracteristico (figura 3).

Algumas doencas incluidas no padrao inflamatério podem ser distinguidas por
caracteristicas particulares, como os globulos PAS-Positivo de A1AT nas células
hepatobiliares presentes na A1ATd (figura 4). Nesta doenca ha uma anormal formacao
da molécula A1AT que é polarizada dentro do reticulo endoplasmatico hepatocelular,
causando doenca hepatica. Esta molécula anormalmente polarizada nao pode ser
removida de forma adequada do READ e, de forma consequente acumula-se e degrada
o tecido hepatico por um distirbio mitocondrial que promove a apoptose
hepatocelular. (28) Além da biopsia hepatica, o diagnostico da A1ATd é realizado pela
avaliacdo da concentracdo sérica de A1AT e pelos estudos de confirmacido através do

gendtipo ou fenotipo.

Figura 2 — Pseudoacinos. A: Pseudoécinos tipo I, sem tampao biliar (setas). Marcagdo: Hematoxilina-

eosina (400x); B: Pseudoécino tipo II, com tampao biliar (asterisco) . Marcagdo: Picrossirius (400x)
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Figura 3 - Padrdo inflamatério. A- Desorganizagdo do parénquima, com presenca de abundante
transformacao de células gigantes (CG); B- Detalhe da regido especificada como retangulo na imagem A:
hepatécitos arredondados com citoplasma claro, caracterizando Degeneragdo balonizante (Dbal);
adicionalmente, transformacao de células gigantes (CG). Marcagio: Hematoxilina-eosina (100x).

Figura 4 — Globulos de A1AT dentro dos hepatdcitos periportais num doente com doenga hepética
associada a deficiéncia de A1AT. PAS com compensacao da didstase (400x).
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Padrao Ductopénico

Nas criancas, a rarefacao biliar ocorre frequentemente em associacdo com o padrao
inflamatério nao-especifico, e a sua identificacdo consiste na diminuicao da razao
numérica ducto biliar interlobular/ramo arterial portal menor que 0,8 (normal 0,9 a
1,8). Para alguns autores o valor desta razao associado a rarefacao biliar é 0,4. Para a
andlise desta relacdo sao indispensaveis pelo menos 6 espacos porta completos, embora
o ideal seja 20 espacos porta.(17) Esta variavel é altamente sugestiva da sindrome de
Alagille, uma sindrome displéasica das artérias autossomica dominante complexa que
exibe um envolvimento multissistémico com fezes hipocolicas, ictericia, prurido
intenso, xantomas, desnutricao, doenca Ossea, face tipica (testa proeminente, olhos
fundos, hipertelorismo, queixo pequeno e nariz reto), malformacdes congénitas
cardiacas, malformacgoes renais funcionais ou anatomicas, alteracOes vasculares,
incluindo malformacgoes vasculares do sistema nervoso central e atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor.(29) E importante considerar que muitas outras
doencas colestaticas neonatais podem apresentar um padrao histolégico ductopénico
tais como CN associada a infecoes (CMV, sarampo, sifilis, hepatite B), doencas
metabolicas (A1ATd, fibrose cistica, sindrome de Zellweger, PFIC, hipopituitarismo),
alteracOes cromossOmicas, hepatite neonatal idiopatica e colestase induzida por drogas.

Este padrao também pode aparecer em bebés prematuros sem doenca hepética.(23,30)

Padrao de Esteatose

A esteatose hepatica surge devido a acumulacao hepatocelular de lipidios que resulta do
aumento da libertacao de acidos gordos, da diminuicdo da oxidacdo hepatica destes
acidos gordos, da alteracao do metabolismo das lipoproteinas e do armazenamento
lisossomal. O disturbio metabdlico que induz a esteatose pode ser produzido por varias
doencas caracterizadas por CN, como a colestase associada a nutri¢do parenteral total,
associada a farmacos, associada a distirbios do metabolismo dos hidratos de carbono,
como galactosemia e intolerancia hereditaria a frutose, e associadas a distarbios do
metabolismo dos aminoacidos, como a tirosinémia neonatal.(31) A esteatose pode
apresentar um padrao macrovesicular (figura 5), microvesicular (figura 6) ou

misto.(19)
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Figura 5 — Esteatose macrovesicular num doente com tirosinémia. Observa-se a presenca de pontes
fibrosas associadas. Marcacao: Hematoxilina-eosina (200x).

Figura 6 — Esteatose microvesicular numa crianga com deficiéncia mitocondrial da cadeia respiratoria.
Marcacdo: Hematoxilina-eosina (200x).
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Padrao de Deposito

A CN pode ser causada por doencas de deposito que afetam o figado, bem como outros
sistemas do corpo, e mostram algumas caracteristicas histopatologicas especificas que

podem ajudar a diagnosticar a entidade responsével (tabela 3).

Tabela 3 - Achados histopatologicos do figado na apresentagdo de doengas de armazenamento que causam
colestase neonatal. Baseado em Jevon et al.(19)

Doenca Achado Histopatologico

Formacao de vactiolos e edema nas CK e hepatocitos dentro do 16bulo com

Mucopolissacaridose distribuicao zonal (> periportal; <pericentral). Mucopolissacarideos

demonstram véarias manchas (ex. ferro coloidal).

CK aumentadas, macrofagos em sinusoides e espagos porta com o nucleo

Doenca de Gaucher ) ) ) . . .
excéntrico e citoplasma eosinofilico e estriado (resultado da acumulacao de

esfingolipidos). Hepatdcitos ndo sio envolvidos. Fibrose portal e lobular.

Niemann-Pick

Tipo C Transformacao de células gigantes (padrao hepatico).

Quantidades crescentes de células reticuloendoteliais com goticulas

citoplasmaticas (incomum nos bebés). Formacao de vactiolos

TipoAeB . i . .
hepatocelulares. Achados inespecificos de colestase, e distor¢cao da
arquitetura lobular com fibrose portal e septal.

Formacao de vactolos de fibrocitos nas vias portais e hepatdcitos.
Mucolipidose L B , .

Histi6citos espumosos. Coloracio de vactiolo para lipidios neutros.

Formacao de vactiolos nas CK e hepatocitos. Vactiolos com coloracao PAS-
Sialidose

positiva e resistente a diastase. Fibrose portal marcada.

Doenca de Wolman e | Formacao de vactiolos nas CK e hepatocitos. Histiocitos espumosos
Doenca de localizados nas areas portal e periportal. Fibrose portal e periportal, com
Armazenamento de

Ester de Colesterol cirrose inicial. Na Doenca de Wolman ha reacgdo ductular.

Fibrose e cirrose precoce. Inclusoes citoplasmaticas grandes, claras e

Doenca de eosinofilicas circundadas por um halo na maioria dos hepatocitos (> zona

Armazenamento de . . . o .
. . . periportal). Inclusoes resistentes a diastase que podem manchar com iodo
Glicogénio do tipo IV

de Lugol.
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3.7 Analise Estatistica

3.7.1 Definicdo de variavel e atribuicao de modelo de analise de

regressao logistica

As alteracoes histopatoldgicas analisadas em pacientes pediatricos com CN foram
divididas em 32 fatores relacionados, incluindo reacdo ductular (no tecido hepatico,
nos espacos porta, na interface portal-lobular, em focos no l6bulo hepéatico, em pontes
fibrosas porta-porta, e em pontes fibrosas porta-centro), presenca de estruturas
semelhantes a malformacao de placa ductal, mini-placas ductais, pontes fibrosas porta-
porta, pontes fibrosas porta-centro, ndédulos cirroéticos, expansao portal, plugs biliares
em canaliculos, plugs biliares em ductulos, plugs biliares em ductos maiores, focos de
metaplasia mieloide, pseudoacinos, células gigantes, pigmento biliar em hepatocitos,
pigmento biliar em CK, degeneracdo balonizante, infartos biliares, corptisculo de
Mallory, esteatose macrovesicular, esteatose microvesicular necrose hepatocelular
grave, rarefacdo biliar, inclusoes virais, artérias/arteriolas com aparente espessamento
de tinica média, proliferacdo de vasos no espaco porta e pontes fibrosas, score de
fibrose e padrao histologico obstrutivo. Os nomes de variaveis e atribuicoes para os
fatores histopatolégico em tecido de figado de pacientes com CN sdo mostrados na

tabela 4.

3.7.2 Método estatistico

O software estatistico SPSS27.0 foi usado para a anélise estatistica. Métodos
estatisticos descritivos foram utilizados para contagem dos dados, os quais foram
expressos em percentagens e razoes constituintes. Os testes do qui-quadrado de
Pearson e teste exato de Fischer foram realizados para encontrar as associacoes entre o
diagnostico dos pacientes pediatricos com CN e cada uma das alteracoes histologicas
observadas no tecido hepatico destes pacientes, incluidas neste estudo. Em seguida,
recorreu-se a regressao logistica para se encontrar um modelo miltiplo entre o
diagnostico dos pacientes e as alteracoes histopatologicas que se mostraram

significativamente associadas.
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Tabela 4 - Nomes e atribuigdes de variaveis de fatores histopatolégicos para o diagnostico em pacientes

com colestase neonatal

Fatores histopatologicos

Atribuicoes

Reacdo ductular no tecido hepéatico

0 — ausente; 1- presente

Reacdo ductular nos espagos porta

0 — ausente; 1- presente

Reacdo ductular na interface portal-lobular

0 — ausente; 1- presente

Reacdo ductular nas pontes fibrosas porta-porta

0 — ausente; 1- presente

Estruturas semelhantes a malformacao de placa ductal

0 — ausente; 1- presente

Mini placa ductal

0 — ausente; 1- presente

Pontes fibrosas porta-porta

0 — ausente; 1- presente

Expansdo portal

O — ausente; 1- presente

Plugs biliares em ductulos

0 — ausente; 1- presente

Pigmento biliar em hepatdcito

O — ausente; 1- presente

Artéria/arteriola com aparente espessamento de ttinica média

O — ausente; 1- presente

Proliferacao de vasos no espaco porta e pontes fibrosas

O — ausente; 1- presente

Agregados vasculares subcapsular

0 — ausente; 1- presente

Padrao histologico obstrutivo

0 — ausente; 1- presente

Escore de fibrose

0 — sem fibrose; 1 — leve; 2 —

moderada; 3 - cirrose
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao da amostra

Foram avaliados 47 pacientes portadores de CN de causa intra- e extra-hepatica. A
associacao do tipo de colestase as varias patologias que constituiram esta amostra esta

representada na tabela 5.

A tabela 6 mostra o nimero de pacientes portadores de cada patologia em especifico

que constituiu a nossa amostra, bem como a relacao destas patologias com o tipo de

biopsia utilizado.

Tabela 5 — Classifica¢ao do tipo de colestase das diferentes patologias de colestase neonatal que incluiram

a amostra.

Tipo de Colestase Diagnéstico
Extra-hepatica AB isolada
Extra-hepatica BASM
Intra-hepatica Cirrose

Extra-hepatica

Cisto de colédoco

Intra-hepatica

Colestase neonatal multifatorial ou transitoria

Intra-hepatica

Colestase neonatal idiopatica

Intra-hepatica

Colestase transitoria do recém-nascido

Intra-hepatica

Colestase associada a Nutricdo Parentérica

Intra-hepatica

Deficiéncia de Alfa-1-antitripsina

Intra-hepatica

Doenca hepatica aloimune gestacional

Intra-hepatica

Hepatite neonatal associada a estomatocitose hereditaria

desidratada

Intra-hepatica

Hepatite neonatal

Intra-hepatica

Sifilis congénita

Intra-hepatica

Sindrome de Alagille

Intra-hepatica

Colestase neonatal + Trombose da veia porta

Intra-hepatica

Pan-hipopituitarismo
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Tabela 6 - Caracteristicas dos grupos de pacientes quanto a etiologia da colestase neonatal e quanto ao tipo
de bidpsia.

Diagnéstico N°e % de Tipo de Bidpsia n (%)
pacientes Cunha Percutanea

AB isolada 19 (40.42) 16 (84.2) 3 (15.8)

BASM 1(2.13) 1(100.0)

Cirrose 3(6.39) 3 (100.0)

Cisto de colédoco 2 (4.25) 2 (100.0)

Colestase neonatal multifatorial ou

transitéria 3(6.39) 1(33.3) 2(66.7)

Colestase neonatal idiopatica 2 (4.25) 2 (100.0)

Colestase transitoria do recém-nascido 3(6.39) 3 (100.0)

Colestase Associada a Nutriciao Parentérica 1(2.13) 1(100.0)

Deficiéncia de Alfa-1-antitripsina 3(6.39) 2 (66.7) 1(33.3)

Doenca hepatica aloimune gestacional 2 (4.25) 1(50.0) 1(50.0)

Hepatite neonatal associada a

estomatocitose hereditaria 1(213) 1(100.0)

Hepatite neonatal 1(2.13) 1 (100.0)

Pan-hipopituitarismo 2 (4.25) 2 (100.0)

Sifilis congénita 2 (4.25) 2 (100.0)

Sindrome de Alagille 1(2.13) 1 (100.0)

Trombose da veia porta 1(2.13) 1(100.0)

Total 47 (100.0) 27(57.4) 20 (42.6)
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4.2 Resultado teste do qui-quadrado de Pearson e teste

exato de Fisher

A tabela 7 mostra os resultados da analise do teste do qui-quadrado de Pearson e o teste
exato de Fisher nas frequéncias de observacgoes cada altera¢oes histopatoldgicas nos de
tecido de hepatico de paciente pediatricos com CN (n=47). Foram retirados da analise
os padroes histopatologicos Pigmento biliar em ductos maiores, Infarto biliar,
Corpusculo de Mallory, Esteatose microvesicular, e Inclusodes virais, por apresentarem
frequéncia igual a zero. A partir dos resultados estatisticos, os padroes histopatologicos
cuja frequéncia foram diferentes estatisticamente entre as categorias de diagnostico
foram reacao ductular no tecido hepéatico (p=0.01), reacao ductular em espacos porta
(p<0.01), reacao ductular em interface portal-lobular (p<0.01), reacdo ductular em
pontes fibrosas porta-porta (p<0.01), estruturas semelhantes a malformacao de placa
ductal (p=0.014) (figura 7), mini placas ductais (p=0.043), pontes fibrosas porta-porta
(p<0.01), expansao portal (p<0.01) (figura 8), plugs biliares em dictulos (p=0.02)
(figura 8), pigmento biliar em hepatocito (p<0.01), artérias/arteriolas com aparente
espessamento de tunica média (p=0.015), proliferacdo de vasos no espaco porta e
pontes fibrosas (p<0.01) (figura 9), aglomerados vasculares subcapsular (0.014) (figura

10) e padrao histolégico obstrutivo (p<0.01) (figura 8).

O residuo padronizado das frequéncias de observacdo dos padroes histopatolégicos
mostra o peso de cada frequéncia na determinacdo do valor significativo no teste do
qui-quadrado. Todas as alteracoes histopatoldgicas significativas na analise estatistica
para a distingdo do diagndstico foram observadas com maior frequéncia em pacientes
cujo diagnostico foi AB, com valores de residuo padronizado positivo nas observacoes

“presente” (tabela 8).

Os padroes histologicos Proliferacdo de vasos no espaco porta e pontes fibrosas e
Padrao histologico obstrutivo apresentaram os maiores valores de x2, 16.127 e 15.572
respetivamente, e menores valores de p para o teste do qui-quadrado e o teste exato de
Fisher. Estes padroes e a presenca de Pigmento biliar em hepatocitos apresentam
valores de residuo padronizado >2.0 na observacao de presenca da alteracdo em tecido

hepético de pacientes diagnosticados com AB.
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Tabela 7 — Anélise estatistica da frequéncia de observacdo dos padroes histopatologicos entre pacientes

diagnosticados com atresia biliar e outras colestases neonatais.

¥z de p- Teste Exato
Padroes histopatolégicos
Pearson value de Fisher?®
Reacao ductular no tecido hepatico 10.260 0.01% 0.01%
Reacao ductular em espacos porta 13.015 <0.001%** <0.001**
Reacao ductular em interface portal-lobular 9.947 0.002* 0.002*
Reacao ductular em focos no l6bulo 0.864 0.353 0.436
Reacao ductular em pontes fibrosas porta-porta 8.065 0.005* 0.008*
Reacao ductular em pontes fibrosas porta-centro 0.011 0.916 1.0
Estruturas semelhantes a malformacao de placa 7.232 0.007* 0.014*
ductal
Mini placas ductais 4.570 0.033* 0.043*
Pontes fibrosas porta-porta 10.091 0.001* 0.003*
Pontes fibrosas porta-centro 0.358 0.549 0.678
Nodulo cirroético 1.206 0.272 0.306
Expansao portal 8.991 0.003* 0.003*
Plugs biliares nos canaliculos 2.525 0.112 0.179
Plugs biliares em dictulos 6.300 0.012* 0.019%
Focos de metaplasia mieloide 0.911 0.340 0.388
Pseudoacinos 0.911 0.340 0.388
Células Gigantes 1.320 0.251 0.374
Pigmento biliar em hepatdcito 13.125 <0.001** <0.001**
Pigmento biliar em células de Kupffer 0.627 0.429 0.579
Degeneracao balonizante 0.035 0.851 1.00
Esteatose macrovesicular 1.687 0.194 0.495
Necrose hepatocelular grave 1.687 0.194 0.495
Rarefacio biliar 0.167 0.683 1.0
Artérias/arteriolas com aparente espessamento 7.152 0.007* 0.015*
de tinica média
Proliferacio de vasos no espaco porta e pontes 16.127 <0.001** <0.001**
fibrosas
Escore de fibrose 2.953 0.399 -
Agregados vasculares subcapsular © 7.556 0.006* 0.015%
Padrio histologico obstrutivo 15.572 <0.001%* <0.001%*

a Os padroes histolégicos Pigmento biliar em ductos maiores, Infarto biliar, Corptisculo de Mallory,
Esteatose microvesicular, e Inclusdes virais foram excluidos da anélise por apresentarem frequéncia igual a

Zero.

b Valores significantes para p<0.05. (*) valores de p entre 0.05 e 0.001 (**) valores de p<0.001.
¢ Apenas 34 amostras de figado tinham a estrutura capsular presente.
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Figura 7 - Reacdo ductular com caracteristicas semelhantes a malformacao de placa ductal em paciente
com atresia biliar. Marca¢do imunohistoquimica: CK19 (100x).

Figura 8 - Padrao Obstrutivo. Exp: expanséo portal; Ppp: Ponte porta-porta; Setas: abundantes tampdes
biliares em dictulos proliferados; Area tracejada: reacdo ductular. Marcagao: Picrossirius (100x.)
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Figura 9 - Padrio obstrutivo com evidente proliferagdo vascular no espaco porta e ponte porta-porta. A:
Espacos porta ligados por ponte fibrosa porta-porta (Ppp) apresentando abundante reagdo ductular (RD);
no espago porta, presenca de proliferacio vascular (PV); B: Detalhe do retdngulo da figura A,
demonstrando a presencga de aglomerados vasculares, principalmente arteriolares. Arteriolas apresentam
tanica média proeminente (asterisco). Seta: tampao biliar em dtctulo. Marcacao: Picrossirius (100x).
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Figura 10 - Aglomerados vasculares subcapsulares. A: Aglomerado vascular sob a capsula de Glisson (Cap),
formado preferencialmente de linfaticos (Linf), além de arteriolas (Art). Marcagdo: Hematoxilina-eosina
(100x); B: Espacgo porta subcapsular com aglomerado vascular composto principalmente de linfaticos
(Linf), além de arteriolas (Art). Observe a reacdo ductular portal, estendendo-se por um septo fibroso.
Marcacdo: picrossirius (100x); C: Aglomerado subcapsular, apresentando reagdo ductular (RD) na
interface entre o estroma fibroso que engloba os vasos e o parénquima hepatico. Marcacdo: CK19 (100x).
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Tabela 8 — Residuo padronizado das alteracbes histopatolégicas que sdo significativas no teste do qui-
quadrado de Pearson e no teste exato de Fisher.

Diagndstico 2
Padrao histopatolégicos Condicao AB Nao AB
5 . L. Presente 1.1 -1.0
Reacao ductular no tecido hepatico
Ausente -2.1 1.9
5 Presente 1.4 -1.2
Reacao ductular em espacos porta
Ausente -2.3 2.1
Reacao ductular em interface portal- Presente 1.2 -1.1
lobular Ausente -2.0 1.8
Reacao ductular em pontes fibrosas porta- | Presente 1.4 -1.3
porta Ausente -1.5 1.4
Estruturas semelhantes a malformacao de | Presente 1.6 -1.4
placa ductal Ausente -1.2 1.1
. . Presente 1.4 -1.3
Mini placas ductais
Ausente -0.8 0.7
Presente 1.6 -1.4
Pontes fibrosas porta-porta
Ausente -1.8 1.6
5 Presente 0.6 -0.5
Expansao portal
Ausente -1.0 0.9
. 3 Presente 1.3 -1.2
Plugs biliares em dictulos
Ausente -1.3 1.2
) . L. Presente 2.2 -2.0
Pigmento biliar em hepatdcito
Ausente -1.6 1.4
Artérias/arteriolas com aparente Presente 1.8 -1.6
espessamento de tinica média Ausente -0.8 0.7
Proliferacao de vasos no espaco porta e Presente 2.0 -1.8
pontes fibrosas Ausente -2.2 1.9
Presente 1.5 -1.3
Agregados vasculares subcapsular P
Ausente -1.4 1.2
. L. . Presente 2.1 -1.9
Padrao histolégico obstrutivo
Ausente -2.0 1.8

a Valores positivos indicam que as alteracées observadas foram maiores que as esperadas, valores
negativos, que as alteracoes observadas sao menores do que as esperadas.
b Apenas 34 amostras de figado tinham a estrutura capsular presente.
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4.3 Resultado da analise de regressao logistica binaria

As alteracoes histopatologicas Pontes fibrosas porta-porta (p<0.01), Pigmento biliar em
hepatocitos (p<0.01), Proliferacio de vasos no espaco porta e pontes fibrosas
(p<0.001), Aglomerados vasculares subcapsular (<0.01) e Padrao histolégico
obstrutivo (p<0.001) sao fatores de risco no diagnoéstico de AB (tabela 9). Entretanto, a
presenca de aglomerados vasculares subcapsular foi avaliada em somente 34 amostras

de figado que possuiam a estrutura capsular integra.

De acordo com a tabela 9, a razdo de chance de ocorréncia de presenca de pontes
fibrosas porta-porta 5.3% (p<0.01), presenca de pigmentos biliares em hepatdcitos
12.5% (p<0.01), presenca de proliferacao de vasos no espago porta 16.3% (p<0.001),
presenca de aglomerados subcapsulares 7.8% (p<0.01) e presenca de padrao

histologico obstrutivo 14.2% (p<0.001), em pacientes diagnosticados com AB.

O modelo logistico binério para predicao de diagnostico foi montado com os fatores de
risco Padrao histolégico obstrutivo e Proliferacao de vasos no espago porta e pontes
fibrosas, uma vez que ambas alteragdoes nao perdem a significancia de contribuicao
para o modelo quando adicionadas a este (tabela 10). O modelo contendo as alteracdes
Padrao obstrutivo e Proliferacdo de vasos no espago porta e pontes fibrosas, foi

significativo [¥2(2) = 21.233; p<.001; R2xegelkerke = 0.487].

O Padrao obstrutivo é um fator de risco significante (OR=6.498; p=0.05, IC
95%=1.002-28.070), em conjunto com a Proliferacdo de vasos no espaco porta e pontes
fibrosas (OR=5.303; p=0.03; IC 95% = 1.172-37.146) (tabela 10) no modelo preditor de
diagnostico de AB com 76.6% de acerto.
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Tabela 9 — Resultado de predicao de diagnéstico em pacientes com colestase neonatal por analise de
regressao logistica binaria.

~ . Cl 95%
Padrao . Desvio Odds P-
. . Coeficiente _ | Wald . para Odds
histopatolégico padrao ratio . value
ratio
Pontes fibrosas
2.083 0.692 9.062 8.028 2.068-31.157 0.003*
porta-porta
Pigmento biliar em
L. 2.522 0.761 10.994 12.458 2.805-55.336 0.001*
hepatdcito
Proliferacao de vasos
no espaco porta e 2.790 0.764 13.323 16.286 3.640-72.833 | <0.001**
pontes fibrosas
Aglomerados
vasculares 2.054 0.781 6.914 7.800 1687-36.062 0.009*
subcapsular 2
Padrio histologico
. 2.651 0.725 13.373 14.167 3.422-58.656 | <0.001**
obstrutivo

a Apenas 34 amostras de figado tinham a estrutura capsular presente.
b Valores significantes para p<0.05. (*) valores de p entre 0.05 e 0.001 (**) valores de p<0.001.

Tabela 10 - Resultado de predicao de diagnostico em pacientes com colestase neonatal por analise de
regressao logistica binaria, com 2 padroes.

Padrao . Desvio Odds | CI 95% para P-
] . Coeficiente Wald . .
histopatolégico padrao ratio Odds ratio | value

Proliferacao de vasos
no espaco porta e 1.887 0.882 3.850 5.303 1.172-37.146 0.03*

pontes fibrosas

Padrio histologico
. 1.668 0.850 4.579 6.598 1.002-28.070 0.05%
obstrutivo

a Valores significantes para p<0.05. (*) valores de p entre 0.05 e 0.001 (**) valores de p<0.001.
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4.4 Resultado da Analise da Curva ROC

Foi realizado uma analise de Curva ROC com o objetivo de avaliar a sensibilidade e a
especificidade dos fatores de risco que compde o modelo de regressao logistica binéria
para o diagndstico de pacientes com AB. Fazem parte desta analise 21 pacientes

diagnosticados com AB e 26 pacientes diagnosticados com outras causas de CN.

Os resultados demonstram uma curva estatisticamente significativa (AUC = 0.840, EP
= 0.060, p<0.001. 95% CI = 0.721 — 0.958), 0 que significa que, ao escolher pacientes
de forma aleatoéria, 84.0% dos casos diagnosticados com AB apresentam maior

frequéncia dos fatores de risco nas amostras de tecido de figado (figura 11).

O ponto de corte que maximizou a sensibilidade e a especificidade foi o valor positivo
maior ou igual a 0.396 no modelo de regressao binario, com sensibilidade de 85.7% e
especificidade de 73.1% (tabela 11). O modelo de regressao logistica binaria apresentou
maior capacidade de classificar corretamente pacientes que tem como diagnodstico AB
(85.7% dos casos) quando comparado com os pacientes diagnosticados com outras

causas de CN (73.1%).

35



Avaliacdo Histopatologica da Colestase Neonatal

ROC Curve
10 [ —
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Figura 11 - Curva ROC que avalia a sensibilidade e a especificidade dos fatores de risco para o diagnostico
de Atresia Biliar (Proliferacao de vasos no espaco porta e pontes fibrosas e Padrao histologico obstrutivo).

Tabela 11 - Coordenadas da Curva Roc.

Positivo se maior ou igual a Sensibilidade 1-Especificidade
0.000 1.000 1.000
0.234 0.952 0.308
0.396 0.857 0.269
0.608 0.714 0.192
1.000 0.000 0.000
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4.5 Resultado da Pesquisa Bibliografica

Recorrendo ao motor de busca PubMed, fez-se a pesquisa de artigos cientificos através
da sequéncia apresentada nos Materiais e Métodos. Os artigos obtidos foram
analisados tendo em conta os respetivos critérios de inclusdo e exclusao. Apos esta
cuidada andlise, foram incluidas na dissertacdo 35 publicacdes sobre a tematica da CN

(figura 12).

Figura 12 — Fluxograma para a sele¢ao da literatura revista.
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5. Discussao

O diagnostico diferencial entre as causas extra e intra-hepéaticas da CN continua a ser
um desafio urgente, nao so6 pelos riscos de uma AB nao ser diagnosticada a tempo de
ser tratada, o que implica um agravamento do prognoéstico da doenca, mas também
pela necessidade de identificacdo das causas intra-hepaticas que exigem tratamentos
médicos especificos precoces, quando disponiveis. A portoenterostomia é o tratamento
paliativo da AB e, embora ndo cure a doenca, possibilita um aumento do tempo de
sobrevida do figado nativo, com o objetivo de que o tratamento definitivo, o transplante
hepético, ocorra em idade mais tardia, que implica melhores resultados cirargicos.
Apresenta melhor prognoéstico quando é realizado antes das 8 semanas de vida. Foi
relatado que o fluxo da bilis é restabelecido em aproximadamente 80% dos bebés que
foram encaminhados para cirurgia dentro de 60 dias ap6s o nascimento.(18,23) Por sua
vez, a auséncia de tratamento no caso de AB leva a insuficiéncia hepatica em um
periodo de 2 anos, resultando em 6bito ou necessidade de transplante hepatico. Desta
forma, a biopsia percutdnea em doentes com CN é valiosa para a abordagem
diagnostica da CN, e as variaveis a ser estudadas devem ser cuidadosamente

selecionadas.(18)

As diretrizes da “North American Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition” para a Avaliacdo da CN no recém-nascido recomendam que se deve
fazer uma biopsia hepatica na maioria dos bebés com colestase. De forma imediata,
esta biopsia deve ser interpretada por um patologista com experiéncia em doenca
hepética pediatrica. E recomendada a realizacio de uma bibpsia hepatica percutanea
antes de se realizar uma laparotomia exploratoria associada a colangiografia
transoperatdria, que ira confirmar o diagnoéstico de AB. Se a bidpsia for realizada no
inicio do curso da doenca (antes das 6 semanas de idade), esta deve ser repetida se os

resultados forem ambiguos.(30)

Neste estudo, procuramos identificar quais as caracteristicas histopatoldgicas que
melhor caracterizam a AB e que dessa forma nos permitam fazer uma distincao
adequada entre colestase intra- e extra-hepatica. Todas as biopsias hepaticas dos 47
pacientes foram analisadas tendo em conta um conjunto caracteristicas histologicas

bem definidas acoplados a um score do grau de fibrose.(25)
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Da anélise das biopsias dos 47 pacientes com CN incluidos na anélise, concluimos que a
acuracia da biopsia hepatica foi de 76,6%. Dos 21 pacientes com AB, o modelo
classificou 15 pacientes com o diagndstico correto, e dos 26 pacientes nao-AB, o modelo
classificou 21 pacientes forma correta. O modelo que utilizamos foi capaz de detetar os
pacientes com AB com uma sensibilidade de 71,4% e com uma especificidade de 80,8%.
Este grau de acuricia, de sensibilidade e de especificidade é inferior a percentagem
demonstrada em estudo anteriores(9,18,32) mas apresenta uma maior especificidade
relativamente ao modelo utilizado por Zerbini et al (acuracia de 90,5%, sensitividade
de 100% e especificidade de 75,9%).(15) Acreditamos que a menor acuracia no
diagnostico de AB se deve ao facto de, a amostra por nos utilizada, por ser uma amostra
de conveniéncia, ter sido inferior 4 amostra utilizada nos estudos anteriores, e ao facto
de existir um grande ntimero de variaveis histopatolégicas atribuidas a AB, bem como
uma grande sobreposicao entre as variaveis histopatologicas intra- e extra-hepaticas.
Por outro lado, tendo em vista que a analise de Zerbini et al se baseou principalmente
nas caracteristicas do “Padrao Obstrutivo” previamente descrito, a maior especificidade
observada em nosso estudo pode decorrer de termos considerado uma variavel
adicional que demonstrou elevada especificidade, a proliferacao de vasos em espacos

porta e septos.(15)

Por exemplo, o estudo desenvolvido por Santos et al(27) indica que os melhores
preditores da AB s3o a reacdo ductular portal e periportal, a expansao portal, a
colestase portal e em neodtctulos e as pontes porta-porta, semelhante ao mencionado
por Zerbini et al.(15) Por sua vez, Rastogi et al definiu a reacdo ductular, os tampées
biliares em ductos e em ddctulos, e a fibrose portal como os melhores indicadores de
AB.(18) Em 2016, um estudo multicéntrico realizado nos Estados Unidos da América
por Russo et al(9) confirmou os resultados obtidos por Rastogi. Lee et al define a
reacdo ductular como o melhor indicador, mas os tampoes biliares em ductulos e as
pontes fibrosas porta-porta como variaveis histopatolégicas inconsistentes no

diagnostico de AB.(32)

Este estudo revelou que as variaveis histopatologicas Reacao Ductular em espaco porta
(p<0.001), Proliferacao de vasos no espaco porta e pontes fibrosas (p<0.001), e Padrao
histologico obstrutivo (p<0.001) sdo os melhores indicadores de AB. Ou seja,
demonstrou que a associacdo entre o diagnéstico por patologista de um padrao
histolégico obstrutivo e a presenca de um nuimero aumentado de vasos nos espacos

portas e pontes fibrosas tem uma boa acuracia para o diagnostico de AB (76,6%).
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Tal como referido nos materiais e métodos deste estudo, considera-se um Padrao
Obstrutivo quando se observa Reacdo ductular envolvendo o ducto interlobular e ao
longo da interface portal-lobular, Expansao Portal por infiltrado inflamatorio, edema,
fibrose, Tampodes Biliares em ductulos, e Pontes Fibrosas porta-porta e porta-
centro.(27) Na figura 1 encontra-se uma representacdo esquematica das alteracoes
histopatoldgicas indicativas de CN obstrutiva de causa extra-hepéatica. De acordo com
Russo et al o Padrao Obstrutivo atinge uma acuracia superiores a 90% para o
diagnostico de AB.(9) De igual forma, no nosso estudo, o Padrao histologico obstrutivo
¢ uma variavel significante para o diagndstico de AB (OR=6.498; p=0.05, IC
95%=1.002-28.070) e em conjunto com a Proliferacdo de vasos no espago porta e
pontes fibrosas (OR=5.303; p=0.03; IC 95% = 1.172-37.146) formam um modelo

preditor do diagnostico de AB com uma acuracia de 76.6%.

A variavel histopatologica Proliferacdo de vasos no espaco porta e pontes fibrosas
apresentou um grande destaque neste estudo, tendo apresentado uma razao de chance
de ocorréncia em pacientes com o diagnostico de AB de 16,3% (p<0.001). Este achado
remete-nos para um estudo desenvolvido por Uflacker et al(22) os quais realizaram
arteriografias no figado de 46 pacientes com AB e, em todos eles, observaram a
presenca de oclusdo dos ramos da artéria hepatica periférica intra-hepatica,
comprometendo desta forma o padrao de irrigacao do figado (portal x arterial). A
artéria hepatica fornece ao figado sangue com niveis sistémicos de oxigénio e pressao, e
garante o suprimento sanguineo: 1) dos sinusoides, e portanto dos hepatécitos, quando
misturados com o sangue portal; 2) das estruturas biliares, através do plexo vascular
peribiliar, sendo a Gnica fonte de irrigacao desta estruturas em humanos, o que faz com
que situacoes de lesdo vascular arterial possam conduzir a colangiopatia isquémica; 3)
do intersticio do espago porta; 4) da cdpsula hepética; e 5) dos vasa vasorum dos vasos
principais.(21) Em 40 dos pacientes com AB, encontraram também a formacao de
"tufos de pequenos vasos" ruborizado em torno dos segmentos arteriais periféricos
obstruidos. Um fenémeno histopatologico deste tipo podera estar relacionado com o
agravamento da reacdo ductular e com a angiogénese secundaria, que se desenvolve
para irrigar as estruturas biliares neoformadas. Do ponto de vista histopatologico,
sugerimos que a Proliferacao de vasos no espaco porta seja expressao histologica deste
fenémeno de “tufos de pequenos vasos” descrito por Uflacker et al, mostrando-se dessa
forma uma variavel adicional ao que atualmente se propoe como padrao histolégico

obstrutivo.(22)

A partir do estudo de Santos et al(33) que analisaram por morfometria os ramos intra-

hepaticos da artéria hepatica e observaram um espessamento da tanica média
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progressivo desde a portoenterostomia até ao transplante, associado a rarefacdo dos
ductos interlobulares, varios grupos de investigadores realizaram estudos de imagem
onde observaram alteracOes da artéria hepatica. Destas alteracoes, fazem parte a
dilatacdo da artéria hepatica na vizinhanca do porta-hepatis, e o aumento da
vasculatura na regiao subcapsular, com caracteristicas de telangiectasia encontradas
especificamente em pacientes com AB. Este achado seria importante para o diagnostico
diferencial entre AB e casos de colestase intra-hepatica.(13,24) Recentemente, um
estudo muito interessante realizado por um grupo de pesquisadores chineses na qual
utilizou laparoscopia e avaliacGes histologicas, observou que os aglomerados vasculares
subcapsulares foram encontrados em todos os 72 pacientes com AB aliados e estavam
ausentes em 98,1% dos 54 pacientes com colestase nao-AB. A presenca destes
aglomerados nesse estudo mostrou uma sensibilidade e uma especificidade
consensuais de 100% e 98,1%, respetivamente. De acordo com seus achados, os
aglomerados vasculares subcapsulares sao um sinal caracteristico de AB, e a exploracao
laparoscopica de tal sinal é valiosa no diagnodstico de AB.(24) No presente estudo,
avaliamos os vasos subcapsulares nas 34 amostras de figado que apresentavam
estrutura capsular disponivel para estudo. Estes complexos vasculares sao constituidos
maioritariamente por vasos linfaticos, e apresentam adicionalmente algumas arteriolas
incorporadas nas grandes areas de tecido fibroso situado sob a face interna da capsula
de Glisson. Acredita-se que na fibrinogénese hepatica observada na AB, as necessidades
metabdlicas e funcionais do mesénquima portal aumentam e, por sua vez, aumenta o
aporte sanguineo e linfatico para os vasos subcapsulares que leva ao aparecimento de
aglomerados vasculares dilatados nesta zona.(34) Alguns desses aglomerados sdo, de
forma evidente, componentes dos tratos portais subcapsulares, com abundantes vasos
linfaticos aderidos a capsula, associados a artérias, arteriolas e estruturas biliares
portais. Contudo, para efeitos de diagnostico consideramos aglomerados vasculares os
conjuntos de vasos linfaticos e arteriolas sem relagdo a estruturas portais
subcapsulares. Assim, obtivemos uma razao de chance de ocorréncia de Aglomerados
Vasculares Subcapsulares em pacientes com diagnostico de AB de 7,8% (p<0.01),
inferior a razdo de chance de ocorréncia de outras variaveis que se mostraram mais
especificas para o diagnostico de AB como a Proliferacao de vasos no espaco porta e o
Padrao histolégica obstrutivo. Ou seja, a presenca de Aglomerados Vasculares
Subcapsulares apresentam uma menor acuracia para o diagnostico da AB por biopsia
hepatica quando comparamos com o Padrao histolégico obstrutivo e a Proliferacao de
vasos no espaco porta. Acreditamos que os achados do presente estudo se devam a
dificuldade de uniformizar os diferentes casos das amostras hepaticas em relacao a

presenca e as dimensoes das areas subcapsulares disponiveis para analise. As bidpsias
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dos pacientes com CN intra-hepatica que avaliamos, por serem na sua maioria biépsias
percutaneas, demonstraram um menor nimero de espagos subcapsulares no momento
da anélise, diminuindo dessa forma a probabilidade de encontrar aglomerados
vasculares subcapsulares. Mesmo nas biopsias em cunha, o nimero de areas com
espaco subcapsular varia de caso para caso afetando dessa forma a frequéncia deste
achado. Dessa forma, consideramos que os aglomerados vasculares subcapsulares ou
telangiectasias subcapsulares, devem ser analisados preferencialmente por exame
laparoscopico. Para isso consideramos importante que se realizem mais estudos que

permitam confirmar a acuracia do exame laparoscépico no diagnostico de AB.

Importa também referir que a amostra de controlo incluiu 3 casos de A1ATd. Nesta
patologia, a variante PiZ induz a formacdo de moléculas de A1AT andmalas que se
polimerizam dentro do reticulo endoplasmatico hepatocelular, causando doenca
hepética.(28) Do ponto de vista histopatologico é reconhecido que os casos de colestase
neonatal causadas por A1ATd podem ser indistinguiveis de AB, incluindo a presenca de
tampoes biliares em ddctulos. Aquando da andlise das biopsias hepéaticas devemos ter
nocao deste fendmeno de forma a evitar o diagnostico de falso-positivos para a AB.
Outros padrdes histopatologicos observados na CN causada por A1ATd incluem
esteatose, rarefacdo biliar, sugestiva de sindrome de Alagille, e padrao hepatitico
inespecifico. Na A1ATd, a partir da 122 semana de vida, é possivel observar-se a
presenca de globulos PAS-positivo. Estes sao constituidos pelos depdsitos
citoplasmaticos da proteina A1AT polimerizada nos hepatocitos e quando detetados na

bidpsia hepatica sugerem o diagnostico etioldgico de CN associado a A1ATd.(35)

A amostra de controlo contou também com 1 caso de Sindrome de Alagille. Durante o
primeiro ano de vida, do ponto de vista histopatologico, a Sindrome de Alagille pode
mostrar um padrao obstrutivo e um padrao inflamatoério que inclui transformacao de
células gigantes sem degeneracao hepatocelular significativa. O padrao ductopénico
pode desenvolver-se apenas com o tempo, sendo encontrado em apenas 60% dos
figados de bebés de 6 meses e em até 95% dos figados de pacientes afetados além dessa
idade. A Sindrome de Alagille constitui outra causa de CN intra-hepatica que pode
mimetizar AB na avaliacdo histolégico e mesmo na avaliagdo da colangiografia
transoperatoria, pelo facto de desencadear hipoplasia de ductos extra-hepaticos. Além
disso, mais tarde na vida, os achados microscopicos podem ser heterogéneos
evidenciando a coexisténcia de areas de rarefacao biliar e de areas com espacos porta
normais ou apenas uma ligeira reacao ductular.(17,29) Dentro do espectro de

patologias causadoras de CN que podem apresentar um padrao obstrutivo e mimetizar
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a AB encontram-se também a fibrose quistica e a colangite esclerosante neonatal

isolada.
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6. Conclusao

O diagnostico etiologico da CN através da histopatologia da biopsia hepatica pode
favorecer a realizacao de uma portoenterostomia precoce, mas como em cerca de 10%
dos casos é impossivel estabelecer com certeza o diagnostico, ha necessidade de realizar
uma laparotomia exploradora com colangiografia transoperatoria para confirmacao
diagnostica. Este estudo demonstrou que a avaliacdo histopatologica da biopsia
hepatica, embora seja uma ferramenta fundamental, é insuficiente para estabelecer um
diagnostico etiologico definitivo da CN e dessa forma evitar diagnoésticos falsos-
positivos de AB. O nosso estudo demonstra também que a identificacao da Proliferacao
de vasos no espaco porta e pontes fibrosas pode constituir uma variavel adicional as
varaveis atualmente consideradas como de “Padrido Obstrutivo”, acrescentando

acuracia em termos de especificidade ao diagnoéstico histopatologico de uma AB.

Dessa forma, o diagnostico etioldgico da colestase neonatal abrange uma grande
variedade de entidades. A avaliacao histologica é uma ferramenta fundamental para
sugerir uma classificacao da doenca e uma estratificacao do paciente. Contudo, para o
padrao obstrutivo biliar, esta técnica ndo representa um diagnoéstico conclusivo de AB,
e a investigacao etioldgica deve ser complementada com técnicas de histoquimica e com
anticorpos imunohistoquimicos adequados, bem como uma cuidada correlacao clinica
com estudos genéticos. Os testes genéticos apresentam especial importancia na
exclusdao de outras doencas causadoras do padrao histopatologico obstrutivo, como a
A1ATd, a fibrose quistica, a Sindrome de Alagille e a colangite esclerosante neonatal
isolada. A combinacdo de todos estes métodos é necessaria para fornecer o diagndstico

etiologico correto da colestase neonatal.
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Anexo I - Termo de Consentimento Informado para

Armazenagem de Material Biol6gico

Vocé / seu filho coletard a(s) seguinte(s) amostra(s) para investigacdo / diagndstico no Servico de

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

Material sim niao

Soro

Tecido hepatico

Tecido de porta hepatis

Tecido de vias biliares

Vocé concorda que esta amostra seja armazenada neste servico para os seguintes fins:

1. Futuros estudos sobre a doenca: sim nao

Caso sua resposta seja sim, a amostra permanece identificada e vocé serd avisado sobre

qualquer informacao obtida.

2. OQutras pesquisas que niao envolvem a doenca que vocé esta investigando e sdo sim nao

realizadas sem identificacdo da amostra, sem nenhum beneficio direto para vocé ou

seus familiares, mas com potencial beneficio para o progresso médico e cientifico:

3. Envio para outros centros para eventual realizacio de exames com potencial sim nio

beneficio direto para vocé ou seus familiares (amostra identificada):

sim nao
4. Envio para outros centros de pesquisa em que ndo ha beneficio direto para vocé ou

seus familiares (amostra enviada sem identificagio):

O armazenamento da amostra nio implica em qualquer custo adicional nem interferird na realizacao
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 serd descartada. Este
documento nio torna obrigatéria 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 autorizacao.
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Declaro que li e compreendi as informacgdes acima e todas as minhas diavidas foram esclarecidas

por:

Local:

Data:

Assinatura:

Endereco e telefone para contato:
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Anexo II — Compromisso para Uso de Dados

COMPROMISSO PARA USO DE DADOS

Os autores comprometem-se a manter o sigilo dos dados coletados em
prontudrios e banco de dados referentes a pacientes atendidos no Setor
de Gastroenterologia e Hepatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, RS, Brasil cujo material histologico estava armazenado no
Servico de Anatomia Patolégica da instituicdo anteriormente referida,
bem como os que tém seu material histolégico no Servigo de Anatomia
Patolégica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Concordam
que estas informagdes serao utilizadas somente com finalidade
cientifica, preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes.
Declaram que cumprirdo todos os termos das Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos previstas
na Lei n% 59/2019 publicada no Diario da Repiblican.2 151/2019, Série
1 de 2019-08-08.

Covilha, 03 de fevereiro de 2020

A / -
FoErAT (A KSR

(Jorge Luiz dos Santos, Coordenador-do Projeto)

/

/ oA ZeonQl e -ondA s ,,/: /f' L ,/ )

(Paulo Jorge Tavares de Castro, Autor do Projeto)
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Anexo III - Parecer da Comissio de Etica da

Universidade da Beira Interior

Comissdo de Etica
Universidade da Bewra Intenor

comissaodeeticad@ ubi.pt
Convento de Santo Anténio
6201-001 Covilhi | Portugal

Parecer relativo ao processo n.° CE-UBI-Pj-2020-019:1D1838

Na sua reunido de 18 de fevereiro 2020 a Comissio de Etica apreciou a documentagio
cientifica submetida referente ao pedido de parecer do projeto "Avaliacio
Histopatolégica da Colestase Neonatal: Aspetos de Diagnoéstico e
Prognéstico” da proponente Paulo Jorge Tavares de Castro, a que atribuiu o
codigo n.° CE-UBI-Pj-2020-019.

Na sua anilise ndo identificou matéria que ofenda os principios éticos e morais sendo de

parecer que o estudo em causa pode ser aprovado,

Covilhi e UBI, 03 de margo de 2020

O Presidente da Comissao de Etica

G~

Professor Doutor José Antonio Martinez Souto de Oliveira

Professor Catediatico
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Anexo IV - Comprovativo de submissao de um
artigo de revisao no Jornal de Pediatria baseado

neste trabalho de investigacao

Jornal de Pediatria
Histopathological Evaluation Of Neonatal Cholestasis

—-Manuscript Draft--
Manuscript Number: JPEDIATRIA-D-21-00108
Article Type: Review Article
Keywords: neonatal cholestasis; biliary atresia; differential diagnosis; histopathology; liver
biopsy.
Corresponding Author: Paulo Jorge Tavares de Castro, M.D

Universidade da Beira Interior Faculdade de Ciencias da Saude
Covilhd, Castelo Branco PORTUGAL

First Author: Paulo Jorge Tavares de Castro, M.D

Order of Authors: Paulo Jorge Tavares de Castro, M.D
Rui Pedro Caetano de Oliveira, M.D and Ph.D
Elisa de Carvalho, M.D and Ph.D
Carlos Thadeu Schmidt Cerski, M.D and Ph.D
Carlos Oscar Kieling, M.D and Ph.D
Jorge Luiz dos Santos, M.D and Ph.D

Abstract: Neonatal cholestasis, despite having low incidence worldwide, presents a health
burden with elevated mortality rate if not early identified and treated. Cholestasis is
considered neonatal when occurs in the first three months of life. The main clinical
findings are jaundice, hypocholic to acholic stools, pruritus and xanthomas. From the
histopathological point of view, there is an accumulation of bile pigment in hepatocytes,
canaliculi and bile ducts. Neonatal cholestasis is broadly classified in two etiological
groups: extrahepatic mechanical obstructive and intrahepatic cholestasis. This is a
crucial distinction since it has therapeutic and prognostic implications. The analysis of a
percutaneous liver biopsy is a main important diagnostic tool in the initial evaluation of
a cholestatic infant, presenting the highest levels of accuracy among the diagnostic
methods employed for this purpose. The differential diagnosis of NC is extensive and
encompasses a wide variety of entities. The histopathological evaluation in of upmost
importance, and clinical and genetic correlation is mandatory, usually with good
results. In this article, we perform a review of the histopathological evaluation of NC,
with a focus on the etiological diagnosis of NC.

Suggested Reviewers: Paloma Jara Vega
Hospital Universitario La Paz Hospital Infantil
paloma.jara@transplantchild.eu

Carolina Fischinger Moura de Souza
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
cfsouza@hcpa.edu.br

Lorenzo D'Antiga
Papa Giovanni XXIII Hospital: Aziende Socio Sanitarie Termitoriale Papa Giovanni XXIII
|dantiga@hpg23.it

Opposed Reviewers:
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Anexo V - Autorizacao para ultrapassagem dos

limites estabelecidos para a dissertacao

Informacao Importante sobre ultrapassagem dos limites estabelecidos para a &
dissertagéo Caixa de entrada x

gem 23712 (hd 20 minutos) Yy M}
para Bccmim «

Caro(a) aluna(a)

na sequéncia da mensagem que enviou, com informac&o sebre a necessidade de ultrapassagem do limite de palavras fixado para elaboracéio da Dissertacio
informo que, a titulo excecional no presente ano letivo, & tendo em conta a proximidade da data de enfrega do trabalho, ndo sera aplicada penalizacdo especffica
sobre este aspecto na seccio Documentacdo da Grelha de Classificacdo que serd utilizada pelo Juri no dia da Prova Publica

Realco, no entanto, a importdncia da capacidade de sintese & a delimitacio do campo de investigacdo de um determinado tema, pois sera uma situacio com a gual
podera vir a ser confrontade no future, quer em trabalhos no dmbite da realizacdo do internate médice, quer em Comunicacdes Cientificas em congressos ou até
mesmo na realizaco de Doutoramento.

Melhores cumprimentos
O Diretor de Curso e
Responsavel pela UC Dissertacio

Miguel Castelo-Branco Sousa
MD PhD
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