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Fatores relacionados ao prognostico
da atresia biliar pos-portoenterostomia

Factors related to the post-portoenterostomy prognosis of biliary atresia

Jorge Luiz dos Santos!, Carlos Thadeu CerskiZ, Vinicius Duval da Silva3,

Evandro Sobroza de Mello?, Mario Bernardes Wagner>, Themis Reverbel da Silveira

Resumo

Objetivo: o estudo estd envolvido com o progndstico da atresia biliar
pos-portoenterostomia, presenca de anomalias congénitas associadas a
doenca e de malformacgéo de placa ductal, drea de fibrose hepdtica e,
sobretudo, com aidade dos pacientes por ocasido da cirurgia. O presente
estudo verificou numa amostra de atresia biliar as implicagdes prognds-
ticas destes fatores.

Métodos: foram avaliados 47 pacientes com atresia biliar, em estudo
de corte transversal. O material histolégico dos casos foi marcado com
anticorpo anticitoqueratina 19 e CAM 5.2 por método imunoistoquimi-
co, para o estudo das estruturas biliares, e corado com picrossirius para
avaliagdo dadrea de fibrose. O estudo das estruturas biliares foi realizado
por dois patologistas e pelo primeiro autor deste estudo, “cegos” quanto
aevolucdo dos casos. A mensuracio da area de fibrose foi quantitativa.
Os dados dos pacientes em relagdo a idade, ocorréncia de dbito ou
realizacdo de transplante hepatico foram pesquisados nos prontudrios.

Resultados: a idade por ocasido da portoenterostomia variou entre
24 e 251 dias de vida (90,4 + 44,8 dias), e em 32 casos (72%) a evolugao
pdde ser acompanhada. Os 9 casos (19%) com anomalias congénitas
extra-hepaticas associadas ndo diferiram quanto ao progndstico em
relag@o ao restante da amostra. A idade por ocasido da portoenterostomia
influenciou o prognéstico (p=0,016). A drea de fibrose foi diferente entre
pacientes operados com menos de 60 dias de vida e os operados com mais
de 90 dias (p= 0,023), mas ndo influenciou a evolugdo dos casos.
Tampouco a presenca de malformacgao de placa ductal influiu no prog-
noéstico.

Conclusées: a idade por ocasido da portoenterostomia foi o inico
fator que afetou o progndstico dos casos de atresia biliar. E necessério
maior nimero de pacientes para avaliar a influéncia da presenca de
anomalias congénitas extra-hepdticas associadas sobre a evolucao pds-
portoenterostomia.
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Abstract

Objective: this study considered the presence of congenital
anomalies, ductal plate malformation, area of fibrosis and, mainly,
the patient’s age in cases of biliary atresia submitted to surgery. The
present study verified the influence of these factors on the follow-up
of a biliary atresia sample.

Methods: a sample of 47 patients with biliary atresia was
evaluated in a cross-sectional study. Their histologic specimens
were stained for antibody anticytokeratin 19 and CAM 5.2 through
immunohistochemistry in order to study biliary structures, and for
picrosirius red to evaluate the area of fibrosis. The study of biliary
structures was performed by two pathologists and the first author of
the study. They were “blind” with regard to the clinical follow-up.
The area of fibrosis was quantitatively evaluated. Data on the
patients with regard to age, death and occurrence of liver transplan-
tation were searched on the patients records.

Results: age at portoenterostomy varied between 24 and 251
days of life (90.4 + 44.8 days) and follow-up was available in 32
cases (72%). The nine cases (19%) with extrahepatic congenital
anomalies associated to biliary atresia did not present different
prognosis from the remaining patients. Age at portoenterostomy
influenced the prognosis (p=0.016). The area of fibrosis was differ-
ent on patients aged less than 60 days and those aged more than 90
days at portoenterostomy (p=0.023), but did not influence the
prognosis. The presence of ductal plate malformation, as well, did
not influence the follow-up.

Conclusions: age at portoenterostomy was the only factor that
influenced prognosis on this sample of biliary atresia. Itis necessary
to increase the biliary atresia sample to check the influence of
congenital extrahepatic anomalies on the follow-up post-
portoenterostomy.
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Introducao

A atresia biliar (AB) € uma doenca exclusiva da infan-
cia, que consiste na obstrucdo completa de parte ou da
totalidade das vias biliares extra-hepdticas. Postula-se a
existéncia de duas formas de AB: congénita e adquirida’. A
primeira englobaria cerca de 35% dos casos que, concomi-
tantemente a alteracdo das vias biliares, apresentam anoma-
lias congénitas extra-hepdticas associadas (ACEA), inicio
precoce da colestase neonatal e auséncia de remanescentes
de ductos biliares no ligamento hepatoduodenal. A ocor-
rénciade ACEA, pelo menos aquelas relacionadas a sindro-
me malformativa esplénica associada a AB, tem sido rela-
cionada a pior prognéstico pds-portoenterostomiaZ. Por
outro lado, a existéncia de malformacdo de placa ductal
(MPD) em cerca de 25% dos casos de AB? foram relacio-
nados a uma forma precoce grave da doenca. A fibrose tem
sido considerada expressao histoldgica de gravidade da
AB, e sua quantificacdo, nesses casos, pode ser util na
avaliacdo do prognéstico. Contudo, entre as diversas vari-
aveis relacionadas a evolucdo pds-operatdria, a idade do
paciente por ocasido da portoenterostomia permanece como
o fator mais importante na previsio do prognéstico?.

O presente estudo visou avaliar, em casos de AB, as
implica¢des progndsticas de: (1) achados histolégicos, tais
como a presenca de MPD e extensdo da fibrose; e (2)
clinicos, incluindo aidade dos pacientes na portoenterosto-
mia, e a presenca de ACEA.

Métodos

Este estudo avaliou 47 pacientes com AB, de ambos os
sexos, submetidos ao protocolo de investigacao de colesta-
se neonatal no setor de gastrenterologia pedidtrica do ser-
vico de pediatria do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
entre 1987 e 1997. Todos foram acompanhados desde a
internacdo hospitalar até a sua alta pela mesma equipe.
Parte desta amostra foi, posteriormente, atendida em ambu-
latério. O diagnéstico foi firmado durante a laparotomia
exploradora, que introduz a cirurgia de Kasai. O delinea-
mento do estudo foi de corte transversal, constando de uma
avaliacdo retrospectiva e de outra prospectiva do material
de bidpsia hepatica em cunha, fixado com formalina, inclu-
ido em parafina, obtido durante o procedimento cirdrgico.
No estudo retrospectivo, incluiram-se pacientes que, ao
inicio do estudo, ja haviam sido submetidos a bidpsia; no
prospectivo, pacientes com as mesmas caracteristicas, que
foram prospectivamente atendidos a partir do inicio da
pesquisa.

Quanto a avaliacdo de ACEA nos pacientes em estudo
retrospectivo, foram coletadas informagdes nos prontudri-
0s, ja4 que esta pesquisa € rotineiramente realizada na
investigacdo diagndsticada colestase neonatal. Avaliaram-
se dados do exame fisico e de exames radioldgicos, inclu-
indo radiografia de térax, ecografia abdominal e de siste-
mas especificos, além da descri¢do de achados clinicos,
cirdrgicos e de autépsia, quando possivel. No estudo pros-
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pectivo, houve a pesquisa de ACEA em cada paciente
investigado, segundo o mesmo protocolo. Foram levadas
em considerac@o apenas anormalidades congénitas maio-
res, ou seja, aquelas que afetam a viabilidade ou a fertilida-
de de seus portadores.

Oestudo histolégico das estruturas biliares foi realizado
por dois patologistas e pelo primeiro autor deste estudo,
“cegos” quanto a evolugdo clinica. Caracterizaram-se 0s
achados quanto a presenca de MPD, a presenca e distribui-
¢ao de ductos biliares maduros, e da proliferacao ductular.
A extensao da fibrose foi avaliada por método quantitativo.
O prognéstico dos casos foi caracterizado a partir da
evolugdo daqueles que mantiveram acompanhamento am-
bulatorial, apds a realizacao da portoenterostomia. A ava-
liacdo do progndstico baseou-se na ocorréncia de 6bito e na
realizacdo de transplante hepatico (Tx) no seguimento dos
€asos.

As varidveis histoldgicas avaliadas s@o conceituadas a
seguir.

Presenca da malformagdo de placa ductal: caracteri-
zada pela presenca de estruturas biliares marcadas com
anticorpo anticitoqueratina 19 (CK 19) ou CAM 5.2, com
morfologiairregular, dilatada, formando anel circundante a
tecido mesenquimatoso, com ou sem ramo de veia porta no

centro>.

Ductos biliares maduros: estruturas tubulares, circula-
res em corte transversal, ou alongadas em corte longitudi-
nal, com morfologia regular, marcadas por CK 19 e CAM
5.2,localizadas no interior dos espagos-porta. Conceituou-
se como focal sua ocorréncia em até trés espagos-porta.

Proliferacdo ductular: definida como a presenca de
ductos biliares em niimero aumentado, localizados ao longo
da placa limitante ou no interior do mesénquima. Conside-
rou-se focal sua presenga em, no maximo, trés espagos-
porta.

Densidade de coldgeno: conceituada como a média dos
valores da porcentagem de coldgeno, quantificados por
método morfométrico, presente em dez imagens de materi-
al histolégico corado com picrossirius.

Para a preparacdo histolégica e imunoistoquimica de
cada amostra de tecido de casos com AB obtidos na data da
portoenterostomia, foram utilizados quatro sec¢des de 5
micrometros de espessura, duas das quais para reagdo com
os anticorpos primdrios monoclonal CAM 5.2 (Becton-
Dickinson) e monoclonal anticitoqueratina humana
(DAKO), ambas para o estudo das estruturas biliares. A
técnica imunoistoquimica utilizada foi a ABC peroxidase,
segundo método padronizado por Hsu et al.> Além da
marcacio com estes anticorpos, foi empregada a coloracao
por picrossirius para localizagio do coldgeno®.

Para a avaliacdo da drea de fibrose, utilizou-se a técnica
de quantificagdo morfométrica da densidade de coldgeno,
empregada por Chevallier et al.”, a partir do material
histolégico corado com picrossirius, em dez imagens cap-
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tadas em dispositivo fisico no formato rag image format
(TIFF). Por este método, realizado em um sistema de
andlise computadorizada de imagens, obteve-se a quantifi-
cacdo automatica da drea de fibrose presente em um campo
de superficie. A anélise de imagem foi feita com o software
Image—Pro®Plus, versdo 4.1, da Media Cybernetics.

Emrelacdo a andlise estatistica, a avaliacao das diferen-
cas entre varidveis quantitativas foi realizada através do
teste t de Student, ou da analise de variancia de um critério
de classificagdo (ANOVA one-way). Para a localizagado de
diferengas p6s-ANOVA, foi adotado o procedimento de
comparacdes miltiplas de Duncan. Nas situacdes de assi-
metria, foram utilizados os testes ndo-paramétricos U, de
Mann-Whitney e ANOVA, de Kruskal-Wallis. A localiza-
cdo de diferencas por ANOVA, de Kruskal-Wallis, foi
realizada pelo procedimento de compara¢des multiplas
proposto por Dunn. Nos casos de varidveis qualitativas, foi
utilizado o teste qui-quadrado e, quando necessario, o teste
exato de Fisher. Na avaliacdo de associagdes entre varid-
veis ordinais e continuas, empregou-se o coeficiente de
correlacdo ndo-paramétrico, de Spearman. O nivel de sig-
nificancia adotado foi de 0=0,05, sendo considerados de
significancia limitrofe os testes estatisticos que atingiram
valores de 0,05<P<0,1. Os dados foram processados e
analisados com o auxilio dos programas Excel versdao 97, e
SPSS versdo 10.0.

O presente estudo foi avaliado e aprovado pela Comis-
sdo de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pds-
Graduacgao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Resultados

A idade dos casos avaliados neste estudo na data da
portoenterostomia variou entre 24 e 251 dias de vida, com
média de 90,9 + 44,8 dias.

Nove casos (19%) apresentaram ACEA. Niao houve
diferenca estatistica entre os grupos com e sem ACEA
quanto a idade por ocasido da portoenterostomia (p=0,390)
(dados ndo apresentados). A Tabela 1 avalia o progndstico
dos casos segundo os grupos com e sem ACEA.

Entre os casos em que a evolugdo pdde ser acompanha-
da pés-portoenterostomia (n=34; 72%), nao houve diferen-
casignificante entre os dois grupos. Porém, apenas um caso
com ACEA mantém-se vivo e ndo foi transplantado, en-
quanto entre os casos sem ACEA a distribui¢do foi mais
homogénea: cerca da metade dos casos permanece vivo e
nao foi submetido ao Tx.

A Tabela 2 relaciona a idade por ocasifo da portoente-
rostomia e o prognostico.

Dezenove casos (40% do total de casos, 56% dos
pacientes em acompanhamento) faleceram ou submeteram-
se a Tx, enquanto 15 (32% do total, 44% dos pacientes em
acompanhamento) continuam vivos e nio foram transplan-
tados. A idade dos casos na portoenterostomia afetou o
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Tabela 1 - Evolugdo pds-operatéria dos pacientes com atresia
biliar, segundo os grupos com e sem anomalias
congénitas extra-hepdticas associadas

Atresia biliar

Sem anomalia Com anomalia

Caracteristica extra-hepatica extra-hepatica p
n=27) n=7)

Mortos ou

transplantados 13 (48) 6 (86) 0,103

Vivos e

nao transplantados 14 (52) 1(14)

Porcentagem entre parénteses.
Método estatistico: teste exato de Fisher.

prognostico de forma significante (p=0,016). O pior prog-
ndstico ocorreu com as criangas que tinham entre 69 dias,
ou mais de 90 dias, por ocasido da cirurgia.

A Tabela 3 apresenta a relacdo entre idade, classificada
em faixas etdrias, e a densidade de coldgeno do material de
bidpsia.

Tabela 2 - Relagdo entre progndstico e idade por ocasido da

portoenterostomia
Prognéstico N Idade Dife- 1C95% p
(dias de vida) renca
Morto ou
transplantado 19 97,3+£35,9 27,3 5,3a49 0,016
Vivo ndo
transplantado 15 70,00£23,7

Método estatistico: teste t de Student.

A densidade de colageno nos casos de AB, independen-
te de faixa etdria, envolveu 6,6%+3,9% da superficie do
campo histolégico. Houve relagdo positiva entre faixas
etarias ascendentes e niveis crescentes de densidade de
coldgeno na amostra, com diferenca estatisticamente signi-
ficante (p=0,023) entre os grupos menor ou igual a 60 dias
e maior que 90 dias de vida. O valor mdximo de densidade
de coldgeno na classe de menos de 60 dias foi de 6,3%,
enquanto que na classe de mais de 90 dias chegou acercade
23% do total de superficie dalamina. A menor densidade de
coldgeno ocorreu em um caso da classe de 61 a 90 dias de
vida (1,7%). Neste tltimo grupo, o valor madximo da densi-
dade de coldgeno foi de 14%. Houve ainda correlagdo
moderada positiva (r=0,37, p=0,011) entre a densidade de
coldgeno e a idade considerada como varidvel continua
(dados ndo apresentados).
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Tabela 3 - Relacdo entre faixas etdrias por ocasido da portoen-
terostomia e densidade de coldgeno

Faixa etaria N Densidade de IC 95% p
(dias de vida) colageno (%)

<60 11 4,3+1,3° 3,5a5,2*

61-90 16 6,1+£3,1 44a78 0,023
>90 20 8,1+4,7b 5,9210,3b

Total 47 6,6+3,9 54a7,7

Letras-indice ndo coincidentes representam diferengas estatisticamente
significativas.
Método estatistico: ANOVA.

A Tabela 4 apresenta a relagdo entre progndstico e
densidade de coldgeno nos pacientes acompanhados pds-
portoenterostomia.

Nao se observou relagdo significante entre a densidade
de coldgeno e o progndéstico dos casos (p=0,166). Obser-
vou-se grande variacdo da densidade de coldgeno nas dez
imagens aleatoriamente captadas em cada caso, o que se
reflete em amplos desvios-padrio, apesar de um nimero
razodvel de pacientes envolvidos na comparagdo.

Tabela 4 - Relacdo entre prognéstico e densidade de coldgeno
nos pacientes com atresia biliar

Evolucao Densidade de  Diferenca 1C95% P
colageno (%)

Morto ou

transplantado 7,6+4.,5 1,87 -0,8a4,6 0,166

(n=19)

Vivo nido

transplantado 5,742,7

(n=15)

Método estatistico: teste t de Student.

A Tabela5 apresenta arelagdo dos achados histologicos
nas estruturas biliares, e 0 progndstico nos casos acompa-
nhados.

Nao foi possivel identificar diferenga significante quan-
to ao progndstico entre casos com e sem MPD. Tampouco
outros achados histolégicos nas estruturas biliares influen-
ciaram o progndstico. Ndo houve, ainda, relacdo entre a
presenca de malformacao de placa ductal e a idade agrupa-
da em faixas etdrias (p=0,503) (dados nao apresentados).
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Discussao

Os dados apresentados na Tabela 1, embora ndo tenham
demonstrado diferenga significante entre os grupos de AB
com e sem ACEA, permitiram constatar que a distribuicao
dos pacientes sem ACEA foi homogénea quanto ao prog-
néstico: cerca da metade dos pacientes morreu ou subme-
teu-se a Tx, enquanto 86% dos casos com ACEA estdo
mortos ou foram transplantados. A inexisténcia de relagao
entre a presenga de ACEA e pior progndstico neste estudo,
porém, pode ter sido resultado do pequeno nimero de
casos. Esta relagio foi detectada por alguns autores® nos
casos com anomalia da seqiiéncia de lateralidade. Para
Silveira et al.8, porém, o fator prognéstico de maior rele-
vancia € a idade por ocasido da portoenterostomia. A
Tabela 2 demonstra que entre 34 casos acompanhados em
ambulatério, 56% morreram ou submeteram-se a Tx até a
conclusdo do estudo, tendo a maioria dos pacientes com
pior progndstico sido submetida a cirurgia com mais idade.
Tem sido observado fluxo biliar permanente no pds-opera-
tério da cirurgia de Kasai, progressivamente menor com o
avanco das faixas etarias®-10.

Tabela 5 - Relagdes entre achados histoldgicos nas estruturas
biliares e progndstico nos casos de atresia biliar
acompanhados em ambulatério

Variavel Prognostico P
Morto ou Vivo nao
transplantado transplantado
(n=19) (n=15)
Malformacao de placa ductal
Presente 12 (60) 8 (40) 0,563
Ducto biliar maduro
Presente 17 (90) 14 (93) 0,693
Focal 4 (23) 4(29) 0,750
Difusa 13 (77) 10 (71)
Proliferacao ductular
Focal 11 (58) 5(33) 0,154
Difusa 8 (42) 10 (67)

Método estatistico: qui-quadrado.

Porém, entre os pacientes que evoluiram satisfatoria-
mente no presente estudo, houve casos com mais de 60 dias
de vida, e até mais de 90 dias (média = 70,0; DP=23,7), 0
que parece justificar a manuteng¢do da portoenterostomia
como procedimento inicial nos casos de AB em nosso
centro hospitalar. Chardot et al.!! confirmaram melhor
sobrevida em cinco e dez anos pds-Kasai em pacientes
operados precocemente, mas cerca de 25% dos seus paci-
entes operados apés noventa dias de vida sobreviveram
com seu proprio figado por cinco anos, e cerca de 22% por
dez anos. Esse achado justificaria, segundo eles, a manuten-
¢dodesse procedimento cirdrgico mesmo em pacientes com
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mais de trés meses de idade. No presente estudo, cerca de
32% dos pacientes submetidos a cirurgia de Kasai (44% dos
que mantém acompanhamento ambulatorial), independen-
temente da idade em que foram operados, permanecem
vivos e ndo foram transplantados. Na literatura internacio-
nal, essa freqiiéncia chega a 42% em cinco anos!Y. Grosfeld
et al.!2 constataram influéncia das varidveis idade na por-
toenterostomia e obtencao de fluxo biliar no pés-operaté-
rio, em relac@o a sobrevida. Reforcaram a nocdo de que a
portoenterostomia deva ser mantida como procedimento
inicial nos casos de AB, evitando-se a morbidade associada
ao Tx. Ohya et al.!3 constataram que a sobrevivéncia em
dez anos pés-portoenterostomia relacionou-se ao desapa-
recimento da ictericia no pds-operatorio, a idade na cirur-
gia, ao grau de fibrose e ao tamanho dos ductos biliares no
porta hepatis. No entanto, Tan et al.!4 ndo encontraram
relacdo entre a idade dos pacientes na portoenterostomia e
a presenca de ductos biliares pérvios no porta hepatis.
Afirmaram que a idade é importante apenas em relacdo aos
casos operados com menos de 60 dias de vida. Outros
autores!>10, ainda, ndo encontraram relagdo entre a idade
e o progndstico pds-Kasai. Deve-se levar em conta que a
relac@o entre a idade e o progndstico pds-portoenterosto-
miando élinear, e que o efeito do atraso da cirurgia s6 torna-
se 6bvio apds um limiar de tempo. Grupos de pacientes com
idade abaixo desse limiar ndo apresentardo relacdo entre
faixa etdria e evolucdo!’. Maksoud et al.!® observaram
drenagem biliar pés-portoenterostomia em cerca de 73%
das criangas e auséncia de ictericia em 27%, aproximada-
mente. Até 16 semanas de vida, ndo houve relagdo entre
idade e fluxo biliar no pds-operatorio; apds esse limite, o
fluxo biliar decaiu, embora permanecendo em quase meta-
de dos pacientes.

N

Quanto a extensdo da fibrose, observou-se aumento
progressivo em relacao as faixas etdrias, havendo diferenca
significante entre os grupos de até 60 dias de vida e o de
mais de 90 dias de vida (Tabela 3). Aparentemente, a faixa
etdria de mais de 90 dias relacionou-se a um limiar na
intensidade da fibrose. O fato de ndo termos encontrado
relacdo entre progndstico e a densidade superficial de
coldgeno (Tabela 4) concorda com os achados de Tan et
al.!4: fibrose no porta hepatis de todos os casos e auséncia
de relagdo entre a morfologia da drvore biliar periférica,
incluindo fibrose, e o prognéstico. Schweizer et al.l?,
embora encontrando relacdo positiva entre extensao da
fibrose e pior evolugdo, consideraram-na como um critério
secunddrio na determinacao do progndstico na AB.

Conforme os dados demonstrados na Tabela 5, nao
houve relacao entre a presenca de MPD e pior progndstico
pés-cirtrgico, contrariando a afirmagio de Desmet?, de que
0s pacientes com esta anomalia representariam uma forma
precoce grave da doencga.

A AB relaciona-se a progressiva destruicdo de ductos
biliares interlobulares apés os dois meses de vida. Na
maioria das criangas com AB, a doenga hepatica progride
independentemente 2 desobstrucio do fluxo biliar20, talvez
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em fungdo dos episddios recorrentes de colangite que
agravam a fibrogé€nese e/ou da existéncia de um processo
morbido continuado que mantém a degradacao funcional e
histolégica do figado?!. H4 um padrdo andmalo da 4rvore
biliar na AB, o qual pdde ser melhor compreendido apds as
consideragdes sobre a presenca de MPD na doenga>. Outro
dado relevante quanto a0 mau progndstico de muitos paci-
entes apOs a cirurgia de Kasai, é a presenca precoce de
hipertensio portaZ2.

A maioria dos pacientes, apds a cirurgia de Kasai,
desenvolve fibrose hepdtica progressiva. Em cerca de 1/3
dos casos ocorre insuficiéncia hepdtica, levandoa Tx em 12
a 14 meses de pds-operatério, e em outro 1/3 durante a
adolescéncia. Os restantes sobrevivem com algum grau de
hepatopatia?3. No presente estudo, portanto, apenas aidade
na portoenterostomia influenciou o progndstico pds-cirur-
gico. A extensdo da fibrose e as alteracdes histoldgicas das
estruturas biliares, incluindo MPD, na periferia hepdtica,
ndo apresentaram relacao com pior progndstico. Seria ne-
cessdrio um maior nimero de casos para considerar a
relacdo entre a existéncia de ACEA e uma pior evolugdo
apos a portoenterostomia. A média de idade dos pacientes
na portoenterostomia mantém-se elevada em nosso centro
hospitalar em relagdo a avaliacio anterior*, demonstrando
que o encaminhamento dos pacientes com AB permanece
tardio. A AB deveria ser, no entanto, considerada pelos
pediatras de nossa comunidade uma urgéncia médica.
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