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Lista de abreviaturas:

RP = Refeigdo de prova

EG = Esvaziamento gastrico

(C) = Controle

(S) = Simulado

(L) = Ligadura do ducto biliar

RG = Retengdo gastrica

MGI = Motilidade gastrintestinal

TGl = Trato gastrintestinal

GS = Grupo da RP salina

GM3% = Grupo da RP maionese a 3%
GM6% = Grupo da RP maionese a 6%
GG5% = Grupo da RP glicose a 5%
GG10% = Grupo da RP glicose a 10%
SNE = Sistema nervoso entérico
CCK = Colecistocinina

DA = Desarranjo arquitetural

RBP = ReacZo biliar portal

[IMP = infittrado Inflamatério misto portal
AL = Alteracdes lobulares

NF = Necrose focal

NE = Necrose extensa

plv = por volume
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o esvaziamento gastrico (EG) de liquidos em

ratos com ligadura do ducto biliar.

Numa primeira fase (etapa I), 18 animais foram distribuidos em 2 subgrupos; com
ligadura do ducto biliar (L) e simulado (S). Apds duas semanas recebendo ragdo com 10%
de gordura, avaliou-se o modelo de obstrugio da via biliar do ponto de vista morfologico
(macroscopico ¢ histologico), bioquimico (niveis sericos de bilirrubinas, transaminases,
fosfatase alcalina, amilase e gama-glutamil-transferase) e funcional (esteatocrito acido do

conteiido do ceco-apéndice do rato).

Numa segunda fase (etapa I), 132 animais foram distribuidos em 5 grupos de
acordo com a refeicdo de prova liquida ( RP): Grupo salina (GS) em que a RP foi NaCl
0.9% (p/v), com 36 animais divididos nos subgrupos controle C, S e L, com 12 animais
cada; grupos maionese a 3% e 6% (GM3% e GM6%) e grupos glicose a 5% ¢ 10%
(GG5% e GG10%), que foram divididos em subgrupos S e L, também com 12 animais
cada. Nesta etapa, apos 2 semanas recebendo ragdo comercial Labina (Purina), determinou-
se a retencio gastrica (RG) das 5 refeigdes de prova e repetiram-se as determinagdes
realizadas na etapa I, com excegio do esteatocrito cido. O estudo do EG foi realizado
nos animais em jejum alimentar de 24 horas, recebendo agua ad /ibitum, administrando a

RP segundo técnica padronizada e utilizando o volume de 2ml/g de peso do animal.

Na analise estatistica, empregou-se o teste nfo paramétrico de Mann-Whitney (K=2)
e Kruskal-Wallis (K > 3), sendo estabelecido o valor de o = 0,05. Havendo diferenga
significativa no teste de Kruskal-Wallis, aplicou-se o teste de compara¢bes multiplas na

diferenciagdo entre os pares (o = 0,02).

Os resultados da etapa I demonstraram a eficacia da ligadura do ducto biliar, sob os
aspectos analisados. Destacaram-se os fatos: 1- ndo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de amilase sérica na comparago entre os subgrupos; 2- oS
animais com ligadura do ducto biliar apresentaram valores de esteatocrito
significativamente maiores (mediana = 58,5%) em relagdo ao subgrupo simulado

(mediana = 8%).

xvi



Os resultados da etapa II demonstraram ganho de peso significativamente menor nos
animais com ligadura do ducto biliar e valores de peso umido, seco e contetido liquido do
figado, significativamente maiores nos animais com ligadura do ducto biliar em relagdio aos
simulados. Os resultados das determinagdes bioquimicas realizadas nesta etapa nio

diferiram daqueles obtidos na etapa L.

O esvaziamento da RP salina ndo foi influenciado pela ligadura do ducto biliar (mediana da
RG = 38,5%) em relagdo ao subgrupo controle ( mediana da RG = 36,3%) e subgrupo
simulado (mediana da RG = 36,9%). Com relagio as RP de maionese a 3 e 6%,
observaram-se valores de RG significativamente menores nos subgrupos com ligadura
(mediana da RG do GM3 = 30,4% e do GM6 = 354%), quando comparados com os
subgrupos simulados (mediana da RG do GM3 = 38,6% ¢ do GM6 = 47,3%). Por outro
lado, a RG da RP de glicose a 5% nfio mostrou diferenga significativa no subgrupo com
ligadura (mediana da RG do GGS5 = 45,2%) em relacio ao simulado (mediana da RG do
GGS5 = 41,5%), mas na RP de glicose a 10% foram observados valores significativamente
maiores da RG nos animais do subgrupo com ligadura do ducto biliar (mediana da RG do
GG10 = 66,8%) quando comparados com o subgrupo simulado (mediana da RG do GG10
= 53,6%).

Concluiu-se que, em ratos, a auséneia de fluxo biliar para o intestino delgado
aumentou o EG de gorduras e retardon o EG de glicose a 10%, quando estes

macronutrientes foram administrados na forma de refeicdes liguidas.
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1 .Introducao

A harmonia na inter-relagio dos eventos responsaveis por motilidade, secregdo,
digestdo e absorgio determina o equilibrio funcional do sistema digestivo. A motilidade
gastrintestinal (MGI) vem despertando maior interesse nas ultimas 3 décadas
(CUCCHIARA, 1993). Muitos estudos tém descrito padroes de atividade motora em
diferentes regides do trato gastrintestinal (TGI), a importincia de neurotransmissores e
peptideos nesta regulago e o papel do sistema nervoso entérico (SNE) no controle de um
padrio motor organizado, bem como 0s avangos no conhecimento e novas possibilidades
diagnésticas e terapéuticas para as doengas gastrintestinais (CAMILLERL], & VASSALO,
1991; CAMILLERI, 1998).

O estémago é uma dilatagdo em forma de jota do TGI, que se segue ao esdfago e
precede o duodeno e tem uma capacidade de armazenamento que varia de 30 ml no recém-
nascido até 2 litros no adulto (REDEL ef @/, 1997). Esta dividido em 4 regides definidas
por limites anatdmicos e ou histolégicos. 1- O cardia que € a menor area, bem definida,
situada adjacente 4 jun¢io com o eséfago, sendo a mais fixa das porgdes do estdbmago. 2-O
fundo géstrico, que projeta-se acima do cardia, € uma 4rea em forma de cipula ¢ a mais
superior do estdmago. 3- O corpo, que ¢ a maior area do estdmago, localizada
imediatamente abaixo e contigua ao fundo. 4-O antro géstrico, que se estende desde a
incisura angularis até a jun¢do do piloro com o duodeno. O canal pildrico € uma estrutura
tubular que liga o estdmago ao duodeno e, funcionalmente, apresenta-se como uma regiao

de alta pressio de repouso ou tdnus (McGUIGAN et a/,1993).

A musculatura da parede gastrica estd organizada em 3 camadas: a externa
longitudinal esta ausente na superficie anterior e posterior do estémago, a circular € a mais
proeminenie € estd presente em todas as areas do estdmago, exceto na regido para esofagica
e a camada obliqua é a menos completa (WEISBRODT, 1997). A vascularizagio do
estdbmago ¢ feita pelas artérias: celiaca, hepatica comum, gastricas e esplénicas. A
drenagem venosa ¢ feita pela veia porta e suas tributarias: a veia esplénica ¢ a mesentérica

superior. A principal drenagem linfatica do estdmago ¢ feita para os nodos celiacos, apos



passagem por linfonodos intermediarios. O estdmago ¢ ricamente inervado pelos sistemas
Nervosos extrinseco € intrinseco. A inervagio simpética ¢ derivada de fibras pré-
ganglionares originarias de nervos espinais (T6-T8), que fazem sinapses no ganglio celiaco
com neurbnios cujas fibras pés-ganglionares cursam através do plexo celiaco ao longo do
suprimento vascular para o estdmago. A inervagio parassimpatica é feita pelo  vago
(REDEL, 1997; WEISBRODT,1997; GABELLA,1994).

A fungio motora do estdmago compreende 3 atividades: funcionar como um
reservatorno para os alimentos ingeridos até que possam ser transferidos para regides mais
distais, triturar e misturar os alimentos com as secre¢des digestivas e, por titimo, controlar
a transferéncia através de contragdes adequadas e de forma ordenada do contelido gastrico
ao duodeno, de modo que a capacidade digestiva e absortiva do intestino delgado ndo seja
ultrapassada, processo esse conhecido como esvaziamento gastrico (EG), expressio
maxima da fungdo motora do estdmago (HUNT, 1951; WEISBRODT, 1981; KELLI, 1981,
WEISBRODT, 1987).

O estdmago tem tradicionalmente dois segmentos funcionais: o proximal e o distal
(KELLI, 1980). O estdmago proximal consiste do fundo e porgdo proximal do corpo, age
como reservatorio, permitindo ao alimento acomodar-se no estdmago sem excessivo
aumento da pressdo intra-géstrica, que é gerada por contragio gastrica, principalmente no
estdmago proximal (HEADING, 1979). Esta regido do estdmago esta associada com 2 tipos
de contragdes: lentas e contragdes sustentadas, sobrepostas a estas e mais rapidas. As
contragdes sustentadas ou tonicas da por¢do proximal do estémago exercem uma pressio
uniforme no contetido gastrico local e s&o responsaveis pela pressdo basal dentro do
estomago. Além disso, elas regulam o gradiente de pressdo entre o estbmago e duodeno, o
que leva ao controle do EG de liquidos (KELLY, 1980). Em contraste, as contragdes mais

rapidas tém pequeno efeito sobre a pressio intra-gastrica.

A fung8o de reservatdrio do estdmago estd associada com o relaxamento receptivo
(KELLY, 1981). Quando o alimento ¢ deglutido e entra no estdmago, o gradiente de
pressdo gastroduodenal diminui em conseqiiéncia de uma queda reflexa na contragio ténica
da por¢do gastrica proximal, o que facilita a digestdo quimica inicial pelo acido e pelas

proteases, antes da transferéncia do alimento para o antro.



A fungdo do estdmago distal (porgao distal do corpo, antro € regido antro-duodenal)
& triturar e misturar 0 quimo, além de controlar o esvaziamento do conteudo gastrico,
principalmente de solidos. Apos contragles de alta amplitude para triturar os solidos até
particulas entre 1 e 2 mm, da-se o esvaziamento pelo piloro (MEYER, 1979). O EG ocorre
quando a pressdo do antro excede a duodenal, possibilitando a passagem de liquidos ¢
pequenas particulas através da regido antro-pilérica para o duodeno superior. Entretanto, o
EG de refeigdes requer uma cuidadosa e complexa coordenagdo reguladora da atividade
contratil gastrica e duodenal. A resisténcia pilorica contrapbe-se ao EG. A passagem do
alimento é facilitada pelas ondas peristalticas do antro, juntamente com outros fatores que

aumentam a peristalse antral e diminuem o tonus da musculatura pilérica.

Diferentes constituintes da refeicio sdo seletivamente esvaziados do estdmago
(KELLY, 1981, SIEGAL, 1984; SIEGEL, 1985). Os liquidos sdo esvaziados mais
rapidamente e seu esvaziamento parece ser primariamente uma fungdo do gradiente de
pressio entre o estdmago e duodeno. Os solidos esvaziam mais lentamente que os liquidos

(HINDER & KELLY, 1977).

As atividades elétricas e motoras do estdmago distal diferem das atividades do
estdmago proximal, estando associadas a flutuagbes lentas na atividade elétrica chamada
onda lenta (CODE ef al, 1968.; BAUER et af, 1985). Estas alteragbes ciclicas no potencial
elétrico originam-se nas células da musculatura lisa, que constituem um marca-passo
gastrico, localizado na por¢do superior do corpo, e propagam-se distalmente como uma
despolarizagio até o piloro. Embora as ondas Jentas determinem a velocidade e freqiéncia
das contragdes gastricas distais, elas n3o as iniciam e potenciais de a¢do sobrepostos s@o

necessarios para que isto ocorra (SARNA & OTTERSON, 1988).

Os sélidos que nio podem ser reduzidos a um tamanho suficientemente pequeno sao
transferidos do estdmago para o duodeno, por um mecanismo diferente que envolve
contracdes propulsivas fortes associadas ao complexo motor migratorio (MMC) que ocorre
durante o jejum, sendo um padréo ciclico recorrente, caracteristico do antro gastrico, que
migra para o intestino delgado (MEYER et al, 1985.; CAMILLERI et al, 1985.; MEYER ef
al, 1987). Este ciclo de atividade eletromecanica ocorre aproximadamente a cada 2 horas .

Cada MMC ¢ composto de 4 fases seqiienciais: fase 1- é um periodo de inatividade motora,



durando 45 a 60 minutos; fase 2- ¢ caracterizada por contragdes peristalticas Intermitentes,
as quais aumentam de freqiiéncia e tamanho a cada 30 — 45 minutos; fase 3- consiste numa
explosdo de contragSes propulsivas de alto ritmo, durando varios minutos, que descem até
as porgBes superiores do intestino delgado a uma velocidade de 7 em por minuto, sendo que
o piloro permanece aberto na condi¢fio de jejum, de modo que o fluxo retrogrado ndo
ocorre € os solidos indigeriveis s3o esvaziados do estémago (VANTRAPPEN ef af, 1986),
fase 4- consiste de um pequeno periodo de transi¢do entre a atividade eletromecinica da
fase 3 e a inatividade da fase 1. A natureza ciclica deste complexo mioelétrico é
aparentemente controlada por sinais que se originam no sistema nervoso central (SNC).
Além disso, tem sido sugerido que a motilina, horménio gastrintestinal, possa ter um papel
iniciador (ITOH e af, 1978). Um padrio de motilidade especifico denominado
coordenagdo antro-duodenal tem sido observado apds as refeigdes. Durante este padrio de
atividade, a maioria das contragdes antrais progridlem numa segiiéncia coordenada até o
duodeno com uma funcio esvaziadora (MALAGELADA & STANGHELLINI, 1985).

Ha evidéncias experimentais de que a motilina liberada no duodeno estimule o
componente gastrico do MMC (TANAKA, 1989). Estudos em humanos saudaveis
sugerem que somente 50% dos MMC intestinais sdo associados ao componente antral
(KELLOW, 1986). Entretanto, estudos mais recentes realizados com sensores colocados no
antro sugerem que contragdes antrais ocorrem em mais de 60% dos MMC intestinais
(WILSON, 1994).

Um importante controle da motilidade do TGI se da através da inter-relacio da
inervagdo intrinseca e extrinseca. O TGI é capaz de responder & mensagem interna como

irritagdo, distensio e as necessidades externas de um corpo em repouso (RUPPIN, 1985).

O sistema neurogénico ndo exerce total controle sobre a funcio motora do apareiho
digestivo e também interage com o sistema hormonal no controle da motilidade (OUYANG
et al, 1981). Os hormmémios peptideos tém importante efeito sobre a motilidade
gastrintestinal juntamente com outros mecanismos, sendo, em parte, controlado por eles
(GUITON, 1981). Esses hormdnios tendem a ter outras agdes ao lado de seus efeitos sobre
a motilidade do TGI. A produgdo de muitos deles é estimulada pela presenca de alimento

no TGI, via mecanismos intrinsecos e extrinsecos. Dentre esses, a colecistocinina (CCK) ¢



o que parece participar, em condigSes fisiologicas, no controle do EG (DEBAS et al, 1975,
BEGLINGER ef al, 1994, De GIORGIO, 1994, SMITH, 1994.; GREEN,1994.;
RAYBOULD, 1994.; SCHWARTZ, 1994 ¢ SCHJOLDAGER, 1999).

Finalmente, o padrio normal da motilidade gastrica e o EG representam o resultado
final de uma variedade de complexas interagbes mioentericas, neuroldgicas e fatores
hormonais (REDEL, 1997). A taxa de EG ¢ particularmente determinada pela composi¢do
do contetido gastrico, seu pH, sua osmolaridade, e, principalmente, seu volume e sua
densidade energética (HUNT, 1954, 1960 ¢ 1985). Em geral, quanto maior o volume de
uma refeicio maior a velocidade do seu EG; os carboidratos esvaziam mais rapidamente
que as proteinas ¢ estas por sua vez esvaziam mais rapido que as gorduras (SIEGAL er af
1984). No entanto, se considerarmos o conteudo calorico da rvefeicdo observa-se que
concentracdes isocaloricas de hidratos de carbono, proteinas e gorduras esvaziam em
velocidades comparaveis, ou seja, uma keal de carboidrato esvazia na mesma velocidade
que igual quantidade calorica de proteina ou gordura (HUNT & STUBSS, 1975). A
concentracdo de 4cido também influencia o EG: quanto maior [H'] mais lento ¢ 0o EG

(HUNT & KNOX, 1972). A osmolaridade elevada de solugdo resulta no retarde do EG.

O mecanismo desta resposta ¢ mediado por receptores localizados na mucosa do
intestino delgado, que respondem & pressdo osmética e aos dnions de acidos graxos de
cadeia longa (MEEROFF, 1975; MINAMI & McCALLUM, 1984; BERTACCINI, 1989).
A forma como isto ocorre ainda nio esta plenamente estabelecida. HUNT (1983) coloca a
dimensdo do espaco intercelular como o regulador do EG. Quando a dimensio do espago
intercelular lateral do epitélio duodenal é méaxima, a inibigdo do EG € minima, o que ocorre
quando ¢ utilizada como refeigdo de prova uma solugio de NaCl na concentragdo de 120
mM/L (refei¢io inerte). Por outro lado, quando ha retragdo do espago, ocorre retarde do
EG. Desta forma, a osmolaridade dos produtos de digestdo de carboidratos e proteinas
reduz o fluxo de agua do limen duodenal para o espago intercelular, cuja dimenso
diminui, representando um estimulo para que haja retarde do esvaziamento (HUNT, 1968,

1983 e 1985).

O retarde do EG induzido por gordura é também por ativagdo de receptores,

contudo de forma diferente como suposto para os carboidratos e proteinas. Propde-se que



os antons de icidos graxos de cadeia longa se ligam ao calcio, removendo-o dos sitios da
jungio firme, e, como conseqiiéncia, ha diminui¢io do espago intercelular e retarde do EG
(HUNT, 1983). H4 evidéncias sugerindo que este retarde ¢ mediado pela liberagio de
colecistocinina da mucosa duodenal (KLEIBEUKER et a/, 1988).

Além dos fatores ja mencionados, outros também influenciam o EG. A temperatura
da refeicdo de prova (RP) afeta o esvaziamento apenas durante o periodo em que a
temperatura intragastrica difere da temperatura corporal. Desta forma, uma RP liquida
gelada ou quente retarda o EG apenas na fase inicial (COLLARES & BRASIL, 1981; SUN
et al, 1988). O efeito da posicio do corpo sobre o EG parece ocorrer apenas em situacfes
onde a RP ndo contém fatores inibidores. Assim, em criangas, a posicio do corpo influencia
o EG da solugfo hidratante de uso oral, ja que esta solugio exerce efeito inibitoério minimo
sobre o esvaziamento pela sua isosmolaridade e proporcionalidade entre a concentragio de
sodio e glicose (RODRIGUES DA SILVA & COLLARES, 1988). O mesmo fato nio tem
sido observado quando se utiliza uma RP gordurosa (HORROWITZ et al, 1993).

Além das situagbes j& relacionadas no controle da motilidade géstrica, hd também
indicagdes da participagio do SNC (THOMPSON, 1982, ROMAN & GONELLA, 1987),
sendo aqui destacado o nicleo hipotalimico paraventricular que, através das vias eferentes
vagais, parece estar envolvido no retarde do EG observado no estresse de contengio no frio
(COLLARES ~ BUZZATO ef al, 1993;.CAMILLERI, 1989). Uma maturacio combinada
do SNE e central, juntamente com suas interconecges, provavelmente seja responsavel
pela maioria das alteragdes ontogénicas observadas na atividade motora gastrintestinal
antes e apos o nascimento. E os avangos na gastroenterologia tém contribuido para
reconhecer e documentar que alteragdes da motilidade s3o importantes fatores
fisiopatologicos, presentes em vérias situagdes clinicas (CHAUDHURI ef af, 1991 :
MILLA et al, 1996).

Considerando particularmente o EG, vamos encontra-lo diminuido em situagdes
como: refluxo gastroesofagico (McCALLUM, 1981 e 1990, HILLEMEIER ef al, 1983;
PAPAILA et al, 1979.; COLLINS et al, 1986), doencga hepética crénica (GALATI ef dl,
1994), ictericia com hiper-bilirrubinemia indireta (CASTALOS er al, 1984) dispepsia
funcional (JIAN et al, 1985; RICCI ef a/, 1987), anorexia nervosa (DUBOIS ef al, 1979),



pseudo obstrugdo intestinal (SCHUFFER et af, 1981; STANGHELLINI et af, 1985;
MALAGELADA et al, 1987).

Por outro lado, 0 EG pode estar aumentade em situagdes como: ulcera péptica
(HARASAWA, 1982, HERMAN,1989), Zollinger-Ellison (DUBOIS, 1977), obesidade
(JOHANSSON & EKELAND, 1976 ; WRIGHT ef a/, 1981), hipertensdo porta (REILLY ef
al, 1990), colon irritavel (MANNING et al, 1978, THOMPSON ef al, 1979). Convém
destacar que isto também ¢ observado nas condigbes de ma digestdo e/ou ma absorgio,
para alguns macronutrientes. Assim, isto foi observado na insuficiéncia pancreatica (LONG
& WEISS, 1974; BRUNO ef al, 1995; COLLINS et al, 1997), deficiéncia ontogénica de
amilase (HUSBAND & HUSBAND; 1970), deficiéncia ontogénica de lactase (TRONCON
et al, 1983; COLLARES et al, 1991; COLLARES, 1992).

Das doengas do sistema digestivo, pouco tem sido descrito sobre a relagdo entre
obstru¢do das vias biliares e o EG. RENE MENGUY (1960) demonstrou
experimentalmente que a inibigdo do EG determinada pela gordura na refeigdo nao ocorre
na auséncia de sais biliares, sendo desconhecido o efeito da auséncia de bile no tubo
digestivo sobre o esvaziamento de refeigdes inertes e caldricas de outra natureza que néo a

de gordura .

O objetivo do presente estudo foi avaliar, sob condi¢des controladas de obstrugdo
cirurgica extrinseca da via biliar extrahepatica, em ratos, o EG de refeigdes liquidas com
as seguintes caracteristicas: praticamente inerte (NaCl 0,9%, p/v), calorica de gordura

{maionese 3 ¢ 6%, p/v) e caldrica de glicose 5 e 10%, p/v).



2 .Material e métodos

2.1 Material

2.1.1 Animais
Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, machos, SPF (specific pathogen free),
com oito semanas de vida, pesando entre 170 e 240 g, fornecidos pelo Biotério Central da

UNICAMP.

Os animais foram mantidos no laboratorio em gaiolas coletivas (maximo de 10
animais) com ragdo e dgua ad libitum, adaptando-se as condigdes locais de temperatura (22
a 28 °C), ritmo de luz/penumbra de 12/12 h, por um periodo minimo de 3 dias antes de

serem incluidos neste estudo, que foi realizado em 2 etapas:
ETAPA I - Avaliacio do modelo de ligadura extra hepitica do ducte biliar .

Foram utilizados 18 animais, sendo que em 9 realizou-se ligadura do ducto biliar
(subgrupo L) e, num mesmo namero de animais, a ligadura foi simulada (subgrupo S).
Nesta etapa, apos o procedimento da ligadura ou simulagdo, os animais receberam por duas
semanas uma ragdo preparada no laboratorio, com 10% de gordura. No dia programado,
nio estando em jejum, foram anestesiados e sacrificados apds coleta de sangue, para
determinagdes bioquimicas e retirada dos seguintes orgdos: figado para avaliagio de peso
amido e estudo histologico, bago para avaliagio de peso umido e o ceco para determinago
da porcentagem de gordura de seu contelido em relagdo aos solidos totais, através do

esteatderito.
ETAPA II - Estudo do esvaziamento gastrico

Foram utilizados 132 animais para avaliar as retengdes gastricas (RG) de 5 refei¢bes
liquidas de prova. De acordo com a refeigdo de prova (RP), estes animais foram divididos
em 5 grupos; grupo Salina (GS) em que a RP foi uma solugéo de cloreto de sodio 0,9%
(p/v) em agua, constituido por 36 animais, divididos nos subgrupos: controle (subgrupo C)

em que ndo foi realizado qualquer procedimento cirirgico, subgrupo S e subgrupo L, com



12 animais cada; para o grupo Glicose 5% (GGS), grupo Glicose 10% (GG10), grupo
Maionese 3% (GM3) e grupo Maionese 6% (GM6), as refeigdes de prova foram obtidas
pela dissolugdo de glicose ¢ maionese comercial em agua, respectivamente, sendo
utilizados 24 animais em cada grupo, divididos nos subgrupos L e S, com 12 animais cada.
Na Figura 2-lesta esquematizada a distribuig3io dos animais nas etapas I ¢ IL, nos grupos e

subgrupos.

Etapas

I. Avaliag8o da ligadura

do ducto biliar (n=18)

—GS (n=36)

GM3 (n=24)

II. Esvaziamento gastrico (n=132) GM6 (n=24)

GGS5 (n=24)

_GG10 (n=24)

Figura 2-1: DistribuicZo dos animais utilizados nas Etapas (I ¢ 1), nos grupos: salina, NaCl 0,9 % (ph),
G35; glicose 5 % (p/v), GGS; glicose 10 % (p/v), GG10; maionese 3 % {p/v}, GM3; maionese 6 % (p/v),
GM6 e nos subgrupos, controle (C), simulado (S) ¢ com ligadura do ducto biliar (L).



2.1.2 Ragdes
Na etapa I, foi utilizada uma rag¢fio preparada no laboratério com a seguinte

composicao por 100 g da mistura.

Caseina {Boticario Ao Veado D' Ouro) 20,0 g%
Oleo de milho (MAZOLA) 10,0 g%
Oleo de figado de bacalhau (Emulsdo Scott-Smith Kline Beecham) 1,0 g%
Amido de milho (Refina¢des de Milho Brasil Ltda) | 61,5 g%
Mistura de Sais (AO AC,1965 a) 5,0 8%
Mistura de Vitaminas (AO AC,1965 b) 2,0 g%
Tartarato de Colina 0,5 g%
Total 100%

Na etapa II, utilizamos uma ragdo comercial Labina (Purina) cuja composicdo
média aproximada, fornecida pelo fabricante, ¢ a seguinte: Proteina 23 % (minimo),
gordura 2,5 % (minimo), carboidratos 54,9 %, fibras 9 % (maximo), Minerais ¢ vitaminas

10,6 %.

2.1.3 Preparo das refeicdes de prova

A refeicio de prova salina foi preparada com NaCl 0,9% (p/v) em agua. As
refeicdes de glicose a 5 e 10% (p/v) foram preparadas com utilizagdo de glicose anidra
dissolvida em agua. As refeicdes de maionese a 3 e 6% (p/v) foram obtidas com a
dissoluciio de uma maionese comercial (Goodie, SANBRA) em agua. Nas refei¢des salina e

de glicose, o pH foi ajustado em 7,0.

As osmolalidades dessas refeigdes foram determinadas em osmdmetro (Advanced
Instruments Laboratories), sendo encontrado os seguintes valores: RP-Saiina =
305mOsm/kg; RP- Glicose 5% = 309 mOsm/kg;, RP-Glicose 10% = 630 mOsm/kg; RP-
Maionese 3% = 12 mOsm/kg ¢ RP- Maionese 6% = 28 mOsm/kg.

A determinac¢do da concentragdo de gordura nas refeigdes de prova de maionese foi

realizada em butirdmetro de Gerber com a seguinte técnica (DEBERA, 1976): inicialmente
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sao transferidos 10 mi de acido sulfiirico para o butirdmetro adequado e, logo em seguida,
adicionados lentamente 11 ml da amostra e I ml de alcool amilico; o frasco é arrolhado e
agitado até a completa dissolugdo. Apés centrifugagio a 1.200 rpm, o frasco é levado para
um banho-maria a 70 °C por 3 a S minutos, com a rotha para baixo. Em seguida, é retirado
do banho mantendo-se a rolha para baixo e, através do seu manejo, a camada amarelo-claro
transparente (lipidios) € colocada dentro da haste graduada do butirbmetro e o limite
inferior ajustado em zero. O valor ocupado pela camada oleosa fornece, diretamente, a
percentagem de lipidios, com a leitura efetuada no menisco inferior. A média dos valores
em g% das concentragdes de gordura nas refeicdes de prova foi de 2,4 g% para as RP de
maionese a 3% e de 4,6 g% para as refei¢cdes de maionese a 6%. Sendo assim, as refei¢des
de prova de gordura e glicose foram praticamente isocaloricas (em torno de 0,2 Keal/ml
para maionese a 3% e glicose a 5% e, aproximadamente, de 0,4 Kcal/ml para maionese 6%
e glicose 10%) . As refeicdes de maionese foram mantidas homogeneizadas, através de

agitador magnético acionado continuamente a baixa velocidade até o momento do uso.

Todas refeigdes foram marcadas com fenolsulfonftaleina (PSP), na concentragio de
6 mg/dl e administradas a temperatura ambiente, infundidas no volume de 2mi por 100 g

de peso do animal.

2.1.4 Equipamentos para pesagem

Para a pesagem dos animais e preparo de ragio utilizou-se Balanca Filizola (Sio
Paulo), com capacidade de 2000 gramas e sensibilidade de um grama. Para a pesagem de

orgéos utilizou-se balanga analitica Sauter, type 414, com leitura até a quarta casa decimal.

2.1.5 Equipamento para secagem

Para a determinagdo do peso seco dos figados, foi utilizada na secagem a estufa

retilinea da Fanem Ltda. (Szo Paulo).

2.2Métodos

2.2.1 Pesagem dos Animais:

Os animais foram pesados nos dias - 1, 0, 7 e 14, em relacfio ao procedimento cinirgico nas

duas etapas e acrescentado o dia 13 na etapa Il
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2.2.2 Delineamento do estudo

Todos os animais foram pareados por peso e mantidos em jejum alimentar com agua ad
libitum, 24 horas antes de cada procedimento. Foram anestesiados com éter etilico em
campanula de vidro, por cingiienta segundos e mantidos anestesiados com inalagdo, através
de um funil com algodio embebido com éter, sendo submetidos ao procedimento cirirgico
(ligadura do ducto biliar ou simulagdo) e, apos colocados em gaiolas individuais por 24
horas, alimentados com solugdo de sacarose a 5%. A partir do primeiro dia, receberam
racdo e agua ad libitum por 2 semanas até a avaliagdo do modelo de ligadura, na etapa I, ou
a realizagdo do segundo procedimento que foi a prova de esvaziamento gastrico na etapa I

Na figura 2-2, ¢ apresentado, esquematicamente, o delineamento do estudo.

2.2.3 Procedimento cirargico
Qs animais, ap0s a anestesia, foram fixados numa prancheta e submetidos a tricotomia €
anti-sepsia da regido abdominal com sclugdo alcodlica a 70% de Dermoiodine (Gessy

Lever Ltda.}.

Foi realizada a abertura da parede abdominal na linha mediana, em 2 planos (eptdérmico e
muscular), seguida do afastamento das algas intestinais, sem evisceragao. Apos exposigio e

isolamento do ducto biliar, dividiu-se a partir dai os animais em dois subgrupos.
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ETAPA 1 ETAPA 1I

Ragao Especial / Avaliagdo da Ligadura Racae Comercial / Estudo do EG
DIAS FPROCEDIMENTOS DIAS PROCEDIMENTOS
Dia {-1} > Peso + Pareamento DHa {-1} b' Peso + Pareamento

Iejam Jcjum
Dia¢n) P Peso + Procedimento Cinirgico Dia(d) P> ]  Peso + Procedimento Cinirgico
Dia(7) P Peso Lia(7y Peso

Diz (13) » Peso

Jejum

Dia (14) P Peso + Coleta de Sangue e Orpios Diz (14) P> Peso + Coleta de Sangue ¢ Orgaos +
Prova do EG

Figura 2-2: Desenvolvimento cronolégico do estudo nas Etapas I e IL A direita das tihas estiio
anotados os procedimentos realizados e 3 esquerda das mesmas estiio os dias em relagio ao
procedimento ciniirgico. E G = esvaziamento gastrico.

O subgrupo L, animais que foram submetidos a ligadura com obliteragio completa do ducto
biliar, com fio de sutura vicryl 4.0 da Ethicon em dois pontos, 1.0 ¢ 0.5 cm da
desembocadura do mesmo no duodeno e o subgrupo S, animais que foram submetidos a
ligadura simulada, em que o fio de sutura foi passado em anel ao redor do ducto sem
obliteragio da luz. A cavidade abdominal foi fechada em dois planos, sendo a muscular
com sutura continua utilizando fio absorvivel e a epiderme com pontos isolados utilizando
fio de algoddo, Todos animais receberam aplicacdo intramuscular de Pentabidtico
(Laboratérios Wyeth Ltda) para animais de pequeno porte, na dose de 0,3ml para cada

animal, com 60.000 unidades de Penicilina G benzatina, 30.000 de Penicilina G procaina,
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30.000 unidades de Penicilina G potéassica, 25mg de Dihidroestreptomicina e 25mg de

estreptomicina.

2.2.4 Coleta de sangue

Estando os animais anestesiados e com o abdome aberto, foi colhido sangue da veia cava
abdominal em seringa heparinizada e transferido para tubos secos de vidro. Apoés
centrifugagiio (centrifuga marca SOC. FABE LTD, Sio Paulo modelo 208), o soro foi
transferido para dois tubos plasticos identificados e armazenados a - 20 °c, até o momento

das determinag¢des bioquimicas.

2.2.5 Determinagdes bioquimicas

2.2.5.1 Soro

Em todos os animais foram determinadas as concentra¢des de bilirrubinas (total = BT e
direta = BD) em mg/dl, pelo método colorimétrico de JENDRASSIK-GROF (1938),
modificado por TIEZ, (1983); transaminases (aspartato-amino-transferase = AST e alanina-
amino-transferase = ALT) em U/L, pelo método enzimatico cinético {THEFELD e;f. al,
1974); fosfatase alcalina (FA) em U/L, pelo método enzimatico colorimétrico 4-p. nitro-
fenil-fosfato (SZASZ er al, 1971), amilase (AM) em U/L, pelo método enzimatico
colorimétrico E.P.S de (RAUSCHER et al, 1986) e gama-glutamil-transferase (GGT) em
U/L, através do método enzimatico de SZASZ (1974). Foram utilizados reagentes
padronizados da Ames Bayer (Miles do Brasil Ltda) para as dosagens de BD, BT e FA ¢
reagentes padronizados da Merck para as dosagens das AST, ALT, AM e GGT. Todas as
determinagdes bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica do Depto. de

Patologia Clinica da FCM/UNICAMP.

2.2.6 Esteatocrito acido

A determinagio do esteatocrito foi realizada de acordo com o método descrito por
PHUAPRADIT er al (1981), modificado por TRAN ef al (1994). Na etapa I, apds a
realizacio da laparotomia para a retirada dos orgdos, isolou-se o ceco-apéndice e foram
feitas ligaduras nas suas por¢des proximal e distal, com fio de algoddo. Apés retirada do

orgio e através de uma pequena abertura foram coletados 0,5 gramas do conteido cecal,
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transferidos para um Becker, onde foram acrescentados 60 mg de areia lavada e 0,5 mi de
acido perclorico SN. A mistura foi homogeneizada num agitador magnético por 5 minutos €
transferida para um tubo capilar, vedado em chama numa das extremidades. O tubo capilar
,a seguir, foi centrifugado em centrifuga marca JANETZKI (TH1), 2 12.000 rotages por
minuto, durante 5 minutos. Foram realizadas duas leituras para cada amostra em grafico
padréo e o resultado € obtido utilizando a formula: esteatdcrito (%) = F/F+Sx100 onde F é

o valor da coluna de gordura e S € o valor da coluna do residuo sdlido.

2.2.7 Tratamento dado ao figado e bago

2.2.7.1 Peso umido do figado

Em todos os animais, apos o término da prova de EG o figado foi retirado em bloco, lavado
e fixado em solugdo de formalina a 10%. O peso timido do figado fixado foi determinado
para cada refei¢do de prova e para os animais da etapa I, da seguinte maneira: o 6rgfo, apos
ter sido enxugado cuidadosamente com papel de filtro, foi colocado em pesafiltro
previamente tarado e o conjunto pesado em balanga analitica, obtendo-se o peso bruto até a
quarta casa decimal. A diferenga entre o peso bruto e o peso de tara corresponde ao peso

amido do figado. Os valores foram expressos em gramas, até a quarta casa decimal.

2.2.7.2 Peso umido do baco

Apenas nos animais da etapa L, determinou-se o peso imido do bago seguindo os mesmos
critérios para determinagdo do peso umido do figado. Os valores foram expressos em

gramas, até a quarta casa decimal.

2.2.7.3 Peso seco do figado

Para cada figado, cujo peso umido fixado foi determinado, também determinou-se o peso
seco da seguinte forma: o érgdo foi colocado em pesafiltro previamente tarado e pesado em
balanga analitica, transferido para uma estufa a 70°C até a estabilizagio da perda de peso,
evidenciada pela manutengdo do mesmo valor de pesagem até a terceira casa decimal, em
quatro determinagdes sucessivas, com intervalos nfo inferiores a duas horas. Considerou-se
o peso seco do Orgdo a média obtida dessas quatro determinagdes. Os valores foram

€Xpressos em gramas, até a quarta casa decimal.
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2.2.7.4 Contendo liquido do figado

O contendo liquido do figado foi estimado, em porcentagem, a partir da diferen¢a entre o

peso umido e o peso seco do orgdo.

2.2.7.5 Estudo anatome patelogico do figado

Dos animais utilizados na etapa II, foi separado aleatoriamente o figado de um animal do
subgrupo L e seu par do subgrupo S, para cada refeigdo de prova, sendo fixado em solucio
de formalina a2 10% e encaminhado para o departamento de Anatomia Patolégica da FCM-

UNICAMP para estudo macro e microscopico dos 6rgdos.

Macroscopicamente, foi avaliada a presenca do cisto de retencéio biliar formado a montante

em conseqiiéncia da ligadura do ducto biliar.

O exame microscopico foi realizado num corte do lobo maior, sendo todo o fragmento
processado e corado com hematoxilina eosina, Perls e tricrémio de Masson. Foi elaborado,
por hepatologista do departamento de Anatomia Patoldgica da FCM-UNICAMP (Profa.
Dra. Cecilia Scanhoela), um sistema de escore para quantificar as alteragdes histoldgicas
encontradas, levando-se em conta as alteragdes histolégicas mais caracteristicas da
obstrugdo extrinseca da via biliar. Foram avaliados os seguintes aspectos: Desarranjo
arquitetural (DA), escores: zero (0) para a auséncia de (DA), um (1) para a presenca de
septos, dois (2) para a presenga de nédulos em menos de 50% do corte histologicoe e trés (3)
para a presenga de nodulos em mais de 50% do corte histolégico; Reagdo biliar portal
(RBP), escores: zero (0) para auséncia de RBP, um (1) para a presenca de RBP leve, dois
(2) para moderada, e trés (3) para intensa; infiltrado inflamatério misto portal (IIMP),
escores: zero (0) para auséncia de IIMP, um (1) para a presenga de IIMP leve, dois (2) para
moderado e trés (3) para intenso;, Alteragdes lobulares (AL): presenga de necrose focal

(NF), presenga de necrose extensa (NE) e presenca de granulomas (GRN).

2.2.8 Prova de esvaziamento gistrice

Foi realizada apds jejum alimentar de 24 horas, utilizando a técnica padronizada no
laboratério (BELANGERO & COLLARES, 1991; BUCARETCHI & COLLARES, 1996).
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2.2.9 Determinacio da retencio gastrica

A determinacio da RG foi realizada 10 minutos apos a administragio da RP salina e 15
minutos apos para as demais refei¢Bes, tendo-se utilizado a técnica de GUPTA & BRANS

(1978), sendo as leituras realizadas em fotocolorimetro de Klett, com filtro verde.

2.2.10 Analise estatistica

Na analise estatistica, empregou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (k = 2} e
Kruskal-Wallis (k = 3). O valor de alfa foi fixado em 0,05, considerando uma prova
bicaudal. Havendo diferencga significativa no teste de Kruskal-Wallis, aplicou-se o teste de
comparagdes multiplas na diferenciagdo entre os pares, considerando-se o valor de 0,02
para alfa (LEACH, 1979.; SIEGEL, 1975).

Para a apresentagio dos resultados obtidos neste estudo foram utilizados graficos “box-
plot”, empregando-se o programa “SPSS (STATISTICAL PACKAGE FOR SOCIAL
SCIENCES) FOR WINDOWS”, versio 6.0. A linha horizontal, mais densa dentro da caixa,
comresponde 4 mediana. A altura da caixa representa a diferenca entre os percentis 25 e 75.

O maior ¢ o menor valores observados sdo mostrados pelos limites das linhas verticais.
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3 Resultados

3.1 Caracteristicas gerais dos animais

Dos animais inicialmente utilizados neste estudo, 25 foram excluidos juntamente
com seus respectivos pares (11 morreram antes da prova de EG, 6 desenvolveram ascite,
em 3 a ligadura do ducto biliar foi incompleta, outros 3 apresentaram residuo sélido quando

da prova de EG e 2 morreram durante a anestesia antes da mesma prova).

Ictericia, coliria e hipocolia foram observadas nos animais com ligadura do ducto

biliar, a partir do segundo ou terceiro dias do procedimento cirirgico.

3.2 Etapal

3.2.1 Evolugio do peso dos animais

Os valores individuais, as meédias aritméticas, os desvios padrbes (d.p.), as
medianas, os erros padrGes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) dos pesos
em gramas, obtidos nos dias: -1, 0, 7 ¢ 14 em relagdo a0 procedimento cirirgico e das
variagdes de pesos em porcentagem (AP %) entre os dias -1 e 14 nos animais dos
subgrupos: simulado (S) e com hgadura do ducto biliar (L) na etapa I, sdo apresentados na

tabela 8-1, em apéndice.

Na figura 3-1 estd representada a evolugdo, durante o estudo, da média do peso
corporal expresso em gramas, dos animais na etapa I. Ao inicio (dia —1) ndo houve
diferenca estatistica significativa nos valores de peso entre os animais dos subgrupos S e L.
No dia do procedimento (dia 0), todos animais perderam peso, provavelmente decorrente
do jejum alimentar, Nos dias 7 e 14, os animais do subgrupo com ligadura do ducto biliar
(L) evoluiram com menor ganho de peso quando comparados com os animais do subgrupo

simulado (S) e as diferengas foram significativas.

Na figura 3-2 temos a variagdo percentual de peso (AP %) apresentada nos animais

entre os dias -1 e 14 em relagio ao procedimento cirurgico. Os valores sdo apresentados
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em “box plot” e mostram diferenca estatistica significativa entre o maior ganho de peso no

subgrupe S, quando comparado ao subgrupo L.

3001
2804
260y
2404
2204

2000

média de peso dos animais (g)

1808 —_

169; = 8
40 12345867 89 101112131415

dias em relagdo ao procedimento cirdrgico

Figura 3-1: Evolugio da média dos pesos dos animais nos subgrupos: simulado (S) e com ligadura do
ducto biliar (L) na etapa I entre os dias -1 e 14 em relagiio ao procedimento cirirgico

50y
p=<0,05

40

304

104 -

vanagéo de peso (%)

subgrupos
Figura 3-2: Valores de variacdo de peso em porcentagem (AP %) nos animais da etapa I, nos

subgrupos: simulade (8) e com ligadura do ducte biliar (L). Os resultados sio apresentados em “box
plot” e a barra horizontal que divide o retingulo corresponde 3 mediana, n =9,
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3.2.2 Peso umido de figado

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) do peso
amido de figado, expresso em g de figado/100 g de rato, obtidos nos animais da etapa [,

estdo apresentados na tabela 8-II, em apéndice.

Na figura 3-3, em “box plot”, s3o apresentados os valores de peso umido de figado
dos animais da etapa I. Observa-se um peso umido de figado significativamente maior no

subgrupo L, quando comparado com S.
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Figura 3-3: Valores de peso amido de figado (g / 140 g de peso de rato) nos animais da etapa I, nos
subgrupos: simulado (S) € com ligadura do ducto biliar (L). Os resuliados sio apresentados em “box
plot” e a barra horizontal que divide o retingulo corresponde 4 mediana. n =9,
3.2.3 Peso umido de bago

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) € 75 (p.75) do peso
iimido de baco, expresso em g de bago/100 g de rato, obtidos nos animais da etapa I, estdo

apresentados na tabela 8-II1, em apéndice.

Na figura 3-4, em “box plot”, sfo apresentados os valores de peso umido de bago
dos animais da etapa I. Observa-se um peso umido de bago significativamente maior no

subgrupo L., quando comparado com S. ’
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Figura 3-4: Valores de peso iimido de baco (g / 100 g de peso de rato) nos animais da etapa I, nos
subgrupos: simulado (S} e com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados sio apresentados em “box
plot” e 2 barra harizontal que divide o retingulo corresponde 2 mediana. n=9,

3.2.4 Determinac¢ao do esteatocrito Acido

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) do
esteatocrito expresso em porcentagem, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados

na tabela 8-1V, em apéndice.

Na figura 3-5, em “box plot” sio apresentados os valores de esteatocrito em
porcentagem (%), dos animais da etapa I. Observam-se valores significativamente maiores

no subgrupo L, quando comparado com S.
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Figura 3-5: Valores de esteaticrito em porcentagem (%) mos anrimais da etapa I, nos subgrupos:
simulade (S) e com ligadura do ducte biliar (L). Os resultados sio apresentados em “box plot” e a
barra horizontal que divide o retingule corresponde 3 mediana, n=9.

3.2.5 Determinac¢des bioquimicas

Bilirrubina total (BT) sérica

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de
bilirrubina total, em mg/dl, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na terceira e

quarta colunas da tabela 8-V, em apéndice.

Na figura 3-6, em “box plot”, sdo apresentados os valores de bilirrubina total, em
mg/d], dos animais da etapa I. Observam-se valores significativamente maiores no

subgrupo L, quando comparado com S.
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Figura 3-6: Valores de bilirrubina total (mg/dl) nos animais da etapa I, nos subgrupos: simulado (S) e
com ligadura do ducto hiliar (L). Os resultados sio apresentados em “box plot” e 2 barra horizontal
que divide o retingulo corresponde 3 mediana. n=9.
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Figura 3-7: Valores de bilirrubina direta (mg/dl) nos animais da etapa I, nos subgrupos: simulado (S) e
com ligadura do ducte biliar (L). Os resultados siio apresentados em “box plot” ¢ a barra horizontal
que divide o retfingulo corresponde 4 mediana, n=9.
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Bilirrubina direta (BD) sérica.

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de
bilirrubina direta em (mg/dl), obtidos nos animais da etapa L, estio apresentados na

primeira e segunda colunas da tabela 8-V, em apéndice.

Na figura 3-7, em “box plot”, so apresentados os valores de bilirrubina direta, em
me/dl, dos animais da etapa I Observam-se valores significativamente maiores no

subgrupo L, quando comparado com S.

Aspartato-amino-transferase (AST) sérica

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de AST em
U/L, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na quinta e sexta colunas da tabela

8-V, em apéndice.

Na figura 3-8, em “box plot’, s@o apresentados os valores de aspartato-amino
transferase, em mg/dl dos animais da etapa I. Observam-se valores significativamente

maiores no subgrupo L, quando comparado com S.

Alanina-amino-transferase (ALT) sérica

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de ALT em
(U/L), obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na sétima ¢ oitava colunas da

tabela 8-V, em apéndice.

Na figura 3-9, em “box plot™, sio apresentados os valores de alanina-amino-
transferase, em U/L, dos animais da etapa I. Observam-se valores significativamente

maiores no subgrupo L, quando comparado com §.
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Figura 3-8: Valores de aspartato amino transferase AST (U/L) nos animais da etapa I, nos subgrupos:
simulado (8) ¢ com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados sdo aprescntados em “box plot” ¢ a
barira horizontal que divide ¢ retingulo corresponde i mediana, n=29,
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Figura 3-9: Valores de alanina-amino-transferase ALT (U/L) nos animais da etapa I, nos subgrupos:
simulado (S) ¢ com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados sdo apresentados em “box plot” e a
barra horizontal que divide o retingulo corresponde 2 mediana. n=9,
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Fosfatase alcalina. (FA) sérica.

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 {p.25) e 75 (p.75) de fosfatase
alcalina, em U/L, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na nona e décima

colunas da tabela 8-V, em apéndice.

Na figura 3-10, em “box plot”, sfo apresentados os valores de fosfatase alcalina, em
U/L, dos amimais da etapa 1. Observam-se valores significativamente matores no subgrupo

L quando comparado com S.
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Figura 3-10: Valeres de fosfatase alcalina (U/L) nos animais da etapa I, nos subgrupos: simulado (S) e
com ligadara do ducto biliar (L). Os resultados sic apresentados em “box plot” ¢ a barra horizontal
que divide o retingulo corresponde 4 mediana. n=9,

Amilase sérica.
Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de amilase,

em U/L, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na décima primeira e décima

segunda colunas da tabela 8-V, em apéndice.
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Na figura 3-11, em “box plot”, sdo apresentados os valores de amilase, em U/L, dos
animais da etapa I. Nao houve diferenga significativa entre os valores de amilase sérica

entre os subgrupos L e S.
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Figura 3-11: Valores de amilase (U/L) nos animais da etapa I, nos subgrupos: simulado (S) e com
ligadara do ducto biliar (L). Os resultados sie apresentados em “box plot” e a barra horizental gue
divide o retingulo corresponde 4 mediana. n=9.

Gama-glutamil-transferase (GGT) sérica

Os valores individuats, as médias aritméticas, os desvios padrBes (d.p.), as
medianas, os erros padroes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de GGT, em

U/L, obtidos nos animais da etapa I, estdo apresentados na décima terceira e décima quarta

colunas da tabela 8-V, em apéndice.

Na figura 3-12, em “box plot™, s8o apresentados os valores de gama-glutamil-
transferase, em U/L, dos animais da etapa I. Observam-se valores significativamente

maiores no subgrupo L quando comparado com S.
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Figura 3-12: Valores de gama-glutamil-transferase GGT (U/L) nos animais da etapa I, nos subgrupos:
simulado (S) e com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados sdo apresentados em “box plot” e a
barra horizontal que divide o retingule corresponde 4 mediana. n=9.

3.3 Etapalil

3.3.1 Evoluciio do peso dos animais

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padroes (d.p.), as
medianas, os erros padroes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) dos pesos
em gramas, obtidos nos dias: -1, 0, 7, 13 e 14 em relagdo ao procedimento cirirgico e das
variagOes de pesos em porcentagem (AP %) entre os dias -1 e 14, nos animats da etapa II do
grupo salina (GS), subgrupos C, S e L, estfo na tabela 8-VI. Os mesmos dados dos animais
do grupo glicose 5% (GGS5), subgrupos S e L, estdo na tabela 8-VII; dos animais do grupo
glicose 10% (GG10), subgrupos S ¢ L, estdo na tabela 8-VIII, dos animais do grupo
maionese 3% (GM3), subgrupos S e L, estio na tabela 8-IX e dos animais do grupo
mationese 6% (GM6) subgrupos S e L estdo na tabela 8-X.

Na figura 3-13 esté representada a evolugdo, em média, do peso corporal expresso
em gramas, dos animais na etapa II que receberam salina (NaCl 0,9 % p/v) como refei¢do
de prova. A exemplo do ocorrido na etapa L, no inicio (dia —1) ndo houve diferenga

estatistica significativa nos valores de peso entre os animais dos subgrupos S e L. O
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subgrupo controle (C), aqui incluido no estudo, nfio diferiv também dos dois outros
subgrupos. No dia do procedimento (dia 0), todos animais perderam peso de forma muito
semelhante, provavelmente decorrente do jejum alimentar. Nos dias 7, 13 e 14, os animais
do subgrupo com ligadura do ducto biliar apresentaram menor peso quando comparados
com os ammais do subgrupo simulado ¢ estes com menor peso quando comparados com 08

controles. A diferenga foi significativa (p < 0,02 teste de comparagdes miltiplas).
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Figura 3-13: Evolugio da média dos pesos dos animais (g) na etapa II, no grupo salina (GS) e nos
subgrupos: controle (C), simulado (S) e subgrupo com ligadura do ducto biliar (L), entre os diag -1¢ 14
em relagdo a0 procedimento cirirgico .

3.3.2 Peso umido de figado

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) do peso
dmido de figado expresso em gramas, obtidos nos animais da etapa IL para todas as
refei¢Ges de provas estdo apresentados na tabela 8-XI em apéndice. Foram observados,
como na etapa I, valores de peso imido de figado significativamente maiores nos animais

dos subgrupos L, quando comparados com S ou com C.



3.3.3 Peso seco de figado

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) do peso seco
de figado expresso em gramas, obtidos nos animais da etapa II, para as 5 refeicdes de

provas estdo apresentados na tabela 8-XII em apéndice.

Na figura 3-14, esté representado em “box plot” o peso seco de figado, expresso em
gramas, dos animais na etapa Il que receberam salina (NaCl 0.9 % p/v) como refeicio de
prova. A andlise estatistica ndo mostra diferenga significativa entre os valores obtidos nos
subgrupos controle e simulado, mas sim entre os valores obtidos nos animais  dos

subgrupos com ligadura do ducto biliar em relago aos simulados e controles.
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Figura 3-14: Valores de peso seco de figado (g /100 g de peso de rato) nos animais da etapa II, nos
subgrupos: controle ( C), simulado (8) e com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados siio
apresentados em “box plot” e a barra horizontal que divide o retingulo corresponde A mediana, n =

12. As diferencas estatisticas assinaladas (p<0,02) referem-se i aplicagio do teste de comparagies
maltiplas,

3.3.4 Contetdo liquido do figado

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as

medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) do contetdo
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liquido do figado, €Xpresso em porcentagem, obtidos nos animais da etapa II, para as §

refeicdes de provas estio apresentados na tabela 8-XIII, em apéndice.

Na figura 3-13, ests representado em “box plot” o conteuido liquido do figado,
€Xpresso em porcentagem, dos animais na etapa Il que receberam salina (NaCl 0,9 % p/v)
como refeicdo de prova. A analise estatistica ndo mostra diferenga significativa entre os
valores obtidos nos subgrupos controle e simulado, mas sim entre os valores obtidos nos

animais dos subgrupos com ligadura do ducto biliar em relagdo aos controles e simulados,
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Figura 3-15: Valores de conteddo liguido do figado em porcentagem (%) nos animais da etapa II, nos

subgrupos: contrele (C), simulado (S) ¢ com ligadura do ducto biliar (L). Os resultados sio

apresentados em “box plot” e a barra horizental que divide o retingulo corresponde a mediana. n =

12. As diferencas estatisticas assinaladas (p<0,02) referem-se 3 aplicacio do teste de comparaces
miltiplasg,
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3.3.5 Avaliacio anatomo patolégica do figado
Macroscopia

Dos 69 animais com ligadura do ducto biliar incluidos no estudo, todos
apresentaram cisto de reten¢do biliar a montante da ligadura, (36 cistos foram considerados
grandes, quando apresentaram mais que 2 cm no maior didmetro, 29 cistos foram
considerados médios, quando mediram entre 1 e 2 cm e 4 cistos foram considerados
pequenos quando mediram menos que lcm no maior didmetro). Na figura 3-16 ¢

apresentado um cisto de retengdo biliar.

Figura 3-16: cisto de reten¢do biliar, apoés ligadura do ducto biliar por duas semanas.
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Microscopia

Foram realizadas avaliagdes em cortes histologicos de 24 figados (4 tomados
aleatoriamente em cada grupo, representando cada uma das 5 refeigdes de prova, sendo 2
representantes para cada um dos subgrupos S e L,. além de 4 avaliagdes realizadas em
animais do subgrupo C). Foram observados desarranjo arquitetural (DA) escore 2 em 7/10
(70 %) e escore 1 em 3/10 (30 %) nos figados dos animais dos subgrupos L;. escore zero
em 10/10 (100 %) nos figados dos animais dos subgrupos S. Reagdo biliar portal (RBP)
escore 3 em 10/10 (100 %) nos figados dos animais dos subgrupos L; escore 1 em 9/10
(90%) e zero em 1/10 (10%) nos figados dos animais dos subgrupos S. Infiltrado
inflamatoério misto portal escore 2 em 8/10 (80%) e escore 1 em 2/10 (20%) nos figados dos
animais dos subgrupos L; escore 1 em 9/10 (90%) e escore zero em 1/10 (10%) nos
ficados dos animais dos subgrupos S. Altera¢do lobular tipo necrose extensa em 6/10
(60°0) e necrose focal em 4/10 (40%) nos figados dos animais dos subgrupos L e auséncia
de necrose em 2/10 (20%) e necrose focal em 8/10 (80%) nos figados dos animais dos
subgrupos S. Nos figados dos animais do subgrupo C, foram encontrados apenas reagao
biliar portal e infiltrado inflamat6rio misto portal escore 1; foi observada alteragao lobular
tipo necrose focal discreta e nenhum desarranjo arquitetural. Em nenhum dos figados
avaliados de todos os subgrupos foram observadas evidéncias de colangite. Na tabela 3-1
sio apresentados os resultados obedecendo os escores previamente estabelecidos,
mostrando que as alteragdes histologicas foram mais expressivas nos figados dos animais
dos subgrupos com ligadura do ducto biliar, que naqueles dos subgrupos simulados,

principalmente em relagdo a reagao biliar portal.

Nas figuras 3-17, 3-18 e 3-19, estdo apresentados aspectos histologicos dos figados
dos animais incluidos no estudo, sendo possivel observar alteragdes histologicas mais

evidentes nos figados dos animais com ligadura do ducto biliar.
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Tabela 3-1: Distribui¢do dos valores de escores previamente estabelecidos e atribuidos as alteragées
histologicas: desarranjo arquitetural (DA); reagiio biliar portal (RBP); infiltrado inflamatério misto
portal (ITMP), alteragdes lobulares (AL), tipo necrose focal (N.F), necrose extensa (N.E), e granuloma
(GRN), observadas nos figados dos animais dos subgrupos simulado (S) e com ligadura do ducto biliar
(L) na etapa IT do estudo. n é o nimero de figados avaliados.

Avaliag¢ao histolégica dos figados

alteragoes S L

observadas Escores (n=10) (n=10)

zZero 10 -

sl

DA um -

dois - 7

trés - -

ZETro 1 fi

RBP um 9 -

dois = -

trés = 10

Zero 1 -

(§S]

IMP um 9

dois = 8

trés - -

ausente 2 -
AL NF 8 4
N.E = 6

GRN s s
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Figura 3-17: Aspectos histologicos de corte de figado de um animal do subgrupo controle (C),
apresentando espago porta com dimensdes e caracteristicas morfolgicas sem anormalidades.

Figura 3-18: Aspectos histologicos de corte de figado de um animal do subgrupo simulado (S), com
reacgdo biliar portal minima.
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Figura 3-19: Aspectos histologicos de corte de figado de um animal do subgrupo com ligadura do
ducto biliar (L), com intensa proliferacio ductular, expansio marcada dos espacos porta e com
fibrose portal incipiente.

3.3.6 Determinacdes bioquimicas no soro

Os valores individuais, as meédias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias (e.p.m.), percentis 25 (p.25) e 75 (p.75) de BD e
BT em mg/dl, AST, ALT, Fosfatase alcalina, Amilase ¢ GGT em U/L obtidos nos
animais da etapa II animais dos subgrupos controle (C), simulado (S) e com ligadura do
ducto biliar (L) do grupo salina (GS) e subgrupos (S) e (L) dos grupos glicose 5% (GG5),
glicose 10% (GG10), maionese 3% (GM3) e maionese 6% (GM6) estdo apresentados nas

tabelas de nimero 8-XIV a 8-XX, em apéndice.

Na etapa IlI, foram encontradas alteragdes bioquimicas no soro semelhantes as

observadas na etapa L.



3.3.7 Esvaziamento gastrico

Os valores individuais, as médias aritméticas, os desvios padrdes (d.p.), as
medianas, os erros padrdes das médias {e.p.m.), percentis 25 (p.25) ¢ 75 (p.75) das
retencBes gastricas obtidas nos animais da etapa II, animais dos subgrupos controle (C),
simulado (S) e com ligadura do ducto biliar (1) do grupo salina {GS) e subgrupos (S) ¢
(L) dos grupos glicose 5% (GGS5), glicose 10% (GG10), maionese 3% (GM3) e maionese

6% (GMBO) estiio apresentados na tabelas nimero 8-XXI, em apéndice.

Na figura 3-20, estdo representadas em “box plot” os valores das retengdes
gastricas, expressas em porcentagem, obtidas nos animais da etapa II que receberam
salina (NaCl 0.9 % p/v) como refeicdo de prova. Nio foram observados valores
significativamente diferentes das reten¢des gastricas nos animais dos subgrupos C, S ou

L.
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Figura 3-20: Valores de retengio gistrica em porcentagem (%) nos animais da etapa IE, nos
subgrupos: controle (C), simalado (S) e com ligadura do ducto biliar (L}, que receberam solucio
salina, (NaCl 0,9 % p/v), como refeicdo de prova. Os resultados sio apresentados em “box plot” ¢ a
barra horizontal que divide o retingulo corresponde 4 mediana. n = 12, Ni#o foram observadas
diferencas estatisticas com a aplicacio do teste de Kruskal-Wallis {p=0,05).
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Na Figura 3_21 estdo representadas em “box plot” os valores das reten¢Bes
gastricas, expressas em porcentagem, obtidas nos animais da etapa II que receberam
maionese 3 % (p/v) como refeigdio de prova. Foram observados valores
significativamente diferentes das retengSes gastricas nos animais do subgrupo S, em

relagdo ao L.

Na Figura 3_22 estdo representadas em “box plot” os valores das retengdes
gastricas, expressas em porcentagem, obtidas nos animais da etapa I que receberam
maionese 6 % (p/v) como refeigio de prova. Foram observados valores
significativamente diferentes das retengBes gastricas nos animais do subgrupo S, em

relagdo ao L.

Na Figura 3_23 estdo representadas em “box plot” os valores das retencdes
gastricas, expressas em porcentagem, obtidas nos animais da etapa II que receberam
glicose 5 % (p/v) como refeicdo de prova. Nao foram observadas diferengas significativas

na comparagdo das retengBes géstricas dos animais do subgrupo S, em relagio ao L.

Na Figura 3_24 estdo representadas em “box plot” os valores das reteanﬁes
gastricas, expressas em porcentagem, obtidas nos animais da etapa I que receberam
glicose 10 % (p/v) como refeigdo de prova. Foram observados valores significativamente

diferentes das retenc¢des géstricas nos animais do subgrupo S, em relacdo ao L.
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Figura 3-21: Valores de retengiio gistrica em porceatagem (%) nos animais da ctapa II, nos
subgrupos: simulado (S) e com ligadura do ducto biliar (L), que receberam selucio mtaionese 3%
(p/¥), como refei¢io de prova. Os resultados sio apresentados em “box plot” e a barra horizontal
gue divide o retingulo corresponde A mediana, n=12,
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Figura 3-22: Valores de reten¢io gistrica em porcentagem (%) nos animais da etapa H, nos
subgrupes: simulado (S) ¢ com ligadura do ducto biliar (L), que receberam solugio maionese 6 %
(p/¥), como refeicie de prova. Os resultados sdo apresentades em “box plot” e a barra horizontal
que divide o retingulo corresponde 3 mediana, n=12.
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Figura 3-23: Valores de retengfio gastrica em porcentagem (%) nos animais da ctapa II, nos
subgrupos: simulado (8) e com ligadura do ducto biliar (L), que receberam solugao glicose 5 % (p/v),
como refcigio de prova. Os resultados sdo apresentados em “box plot™ e a barra horizontal .que
divide o retingulo corresponde 2 mediana. n=12.
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Figura 3-24: Valores de retcngiio gdstrica em porcentagem (%) nos animais da etapa II, nos
subgrupos: simulado (S) ¢ com ligadura do ducto biliar (L), que receberam solugio glicose 10 %
(p/¥), como refeicio de prova. Os resultados sio apresentades em “box plot” e a barra horizontal
que divide o retingulo corresponde 2 mediana, n=12.
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4 .Discussao

Com o objetivo de avaliar experimentalmente o EG de liquidos numa situagio de
ma digestdo de gordura, foi elaborado, na etapa I deste estudo, um modelo de obstrugo da
via biliar extra hepatica, que consistiu na ligadura do ducto biliar comum. Para excluir as
interferéncias de fatores ligados ao procedimento cirirgico e/ou situagdes dele decorrentes,
estabeleceu-se um subgrupo simulado, no qual todas as situa¢des foram reproduzidas com
excecdo da ligadura do ducto. Foi utilizado o subgrupo controle (animais nfo operados )
apenas no grupo da RP salina, com a finalidade de controlar o possivel efeito do

procedimento cirargico sobre o EG.

A efetividade da obstrugdo da via biliar ficou demonstrada pelas altera¢oes
macroscopicas, como 2 presenca de cisto de retencdo biliar (fig. 3-16), bem como, pelas
alteracdes histologicas (tabela I). O encontro de algumas alteragdes histologicas nos
animais do subgrupo simulado (RBP e IIMP de escore I em 9 ratos ) pode ter ocorﬁdo,
pelo menos em parte, pelo contato do fio de sutura utilizado em volta do ducto biliar
simulando a obstrugdo. Por outro lado as alteragdes histolégicas observadas nos amimais
com ligadura do ducto biliar, correspondem a descrigdo feita por DESMET (1994), para a
obstrugdo extra hepatica na fase inicial, quando o elemento mais caracteristico consiste na
estase acinar de bilirrubina seguida de edema portal, ativagdo de fibroblastos, reagio
inflamatéria e posterior proliferagdo ductular, que é o mais tipico achado da obstrugio extra
hepatica, cuja cronificacio se acompanha de necrose , fibrose, desarranjo arquitetural, até a
cirrose biliar secundaria (DESMET, 1990, 1991 e 1994.; GARDIOL, 1971). Com relacdo a
estase biliar, destaca-se a auséncia, no material avaliado, de acimulo de pigmento biliar
(“plug” biliar), que quando presente, € uma caracteristica classica da estase biliar. Contudo,
esta auséncia é comum em algumas espécies animais, como no rato, mesmo apos a ligadura
do ducto biliar comum que é considerado o melhor modelo experimental de colestase
(DESMET et al, 1994).

As determina¢des bioquimicas também confirmaram a eficacia da obstrugdo da via

biliar, uma vez que os valores de bilirrubina total e conjugada foram significativamente
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maiores no grupo dos animais com ligadura do ducto (fig. 3-6 e 3-7). Este fendmeno teria
ocorrido por conta de um refluxo biliar linfatico ¢ venoso, como conseqiiéncia da obstrugio
mecinica (BERGAN ef al, 1975, BUSCHER ef al, 1989). O mesmo ocorreu com a
fosfatase alcalina (Fig 3-10), em que a elevagio sérica seria adicionalmente, decorrente de
um aumento de sintese da enzima nas situagdes de colestase (KAPLAN ef al, 1970, 1983 e
SEETHARAM ef al, 1986). Por outro lado, as determinagdes da gama-glutamil-transferase
apresentaram os resultados mais expressivos nos animais com ligadura do ducto biliar, que
nos simulados (fig. 3-12) o que ja foi interpretado por BULLE ef al, em 1990, como
resultado de uma reagdo ductular. As transaminases, ainda que nio sejam indicadoras de
colestase , apresentam-se discretamente elevadas nestas situagdes (WHITINGTON ef ai,
1996), como mostram os valores significativamente maiores nos animais com ligadura do
ducto biliar (fig. 3-8 e 3-9) indicando a presenga de les@o do parénquima hepatico (fig. 3-18
a 3-19). Por fim, com relagio & amilasemia, nfo foi observada diferenga significativa entre
os subgrupos com ligadura e simulado (fig. 3-11), sugerindo a preservagio da integridade

anatdomica e funcional do pancreas, apds a manipulagiio cirtirgica.

O ultimo critério utilizado no estudo, para avaliar o modelo de obstrugio da via
biliar, foi a medida do esteatocrito 4cido no conteiudo do ceco-apéndice dos ratos. Este
método € semi-quantitativo e empregado na detec¢fio de esteatorréia em varias situagdes
clinicas, onde haja defeito de digestdo, absorcdo, ou transporte de gorduras (TRAN et al,
1994); os valores encontrados foram significativamente maiores nos animais com ligadura
do ducto biltar (fig. 3-5), sugerindo que a obstrugdo do fluxo biliar para o intestino delgado
e a conseqiente falta da emulsifica¢do dos lipides, foi o fator determinante do aumento do

contetido de gordura.

A evolugio dos pesos dos animais mostrou, apés duas semanas do experimento, um
ganho de peso significativamente menor nos animais com ligadura do ducto biliar, quando
comparado com os simulados e os controles (fig. 3-1, 3-2 e 3-13), o que provavelmente foi,
pelo menos em parte, conseqiiente a deficiéncia de digestio e absorgdo das gorduras, da

dieta.

Em relagfio ao peso umido do figado e seu contelido liquido, foram observados

valores significativamente maiores no grupo com ligadura do ducto biliar (fig. 3-3 e 3-15),
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provavelmente, em razio do edema e também da reagao inflamatéria secundaria ao
procedimento, como ilustram as figuras de 3-18 e 3-19. O aumento da celularidade poderia
explicar também os valores significativamente maiores de peso seco de figado nos animais
com ligadura do ducto biliar (fig 3-14). A reagfo inflamatoria pode ter contribuido para um

menor ganho de peso nos animais com ligadura do ducto biliar.

Finalmente, o peso timido do bago mostrou valores significativamente maiores no
grupo com ligadura (fig. 3-4), possivelmente em decorréncia do aumento da pressdo no
sistema porta, como resultado do desenvolvimento das lesdes hepiticas, como mostra a
figura (3-19). Resultados semelhantes foram obtidos por REILLY e colaboradores em

1990, estudando EG de liquidos e solidos em ratos com hipertenséo porta.

Com relagio ao EG de liquidos, objeto de avaliagio na etapa I deste estudo, €
descrito na literatura como resultante de um gradiente de pressdo entre o estomago € o
duodeno, diretamente proporcional ao volume do conteudo géstrico, regulado pela
concentracio calérica das refei¢des, influenciado por varios fatores e modulado pela
ativacdo de receptores especificos localizados no estdmago e intestino delgado, mediante a
presenga dos componentes da dieta (MINAMI & McCALLUM, 1984.; HUNT ef al,
1951; HUNT & KNOX, 1988.; MEEROFF, 1975;BERTACCINI, 1989).

0 EG de uma solugio neutra, isosmolar e caléricamente inerte (salina, fisiologica —
NaCl 0,9%) ¢é rapido, ocorre passivamente, segundo um modelo ‘exponencial, com
envolvimento apenas do controle pelos mecano-receptores ativados com a distensdo
gastrica (HUNT et al, I]951; BRENNER et al,1983), sem influenciar ou ser influenciado
pelos mecanismos de controle locais do TGI sobre 0 EG (THOMAS & BALDWIN, 1968,
KELLY,1980.; BRENNER,1983.; MINAMI & McCALLUM, 1984 ¢ AKKERMANS et al,
1984)

No presente estudo ndo foram observadas diferengas significativas na retengdo
gastrica da RP liquida de NaCl 0,9% (p/v) quando comparados os subgrupos controle,
simulado e com ligadura do ducto biliar (fig 3-20).

Em vista disto, podemos concluir que fatores potencialmente capazes de modificar o
esvaziamento desta RP praticamente inerte, mesmo que presentes, ndo foram suficientes

para modifica-lo. Entre estes fatores destacam-se: 1- estresse cirurgico. E sabido que o
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estresse interfere no EG (COLLARES-BUZATO et al, 1993); 2- hipertensio porta,
indicada indiretamente no pressente trabalho por aumento no peso Gmido do bago. REILLY
(1990) encontrou na hipertensdo porta induzida experimentalmente em ratos, EG de
liquidos mais rapido, atribuido a uma diminnigio da complacéncia do estdmago secundaria
a edema; 3- lesdo hepatocelular, indicada neste estudo pelas elevagies das enzimas
hepaticas e altera¢Oes histopatolégicas. HESSEL & COLLARES (1998) verificaram em
modelo de lesdo hepatocelular determinada por acetoaminofem, um retarde no EG de
uma refeigfio salina.

~

Com relagdo as refeigBes de maionese a 3 ¢ 6%, foram observados valores
significativamente menores das RG nos animais com ligadura do ducto biliar quando
comparados com os simulados (fig.3-21 e 3-22) o que, pelo menos em parte, pode ser

atribuido a deficiente digestdo de gorduras, decorrente da auséncia de bile no duodeno.

Varios estudos tém investigado o efeito do conteido de gordura na dieta sobre o
EG. FARREL & IVY (1926) ja observaram que a presenca de gordura no duodeno inibia a
motilidade gastrica e que este efeito inibitorio seria consegiiente a acdo de mediadores
endocrinos. HUNT & KNOX (1988), mediram o efeito do tamanho da cadeia de 4cidos
graxos saturados sobre o EG e encontraram que a gordura de cadeia longa foi potente
inibidora do esvaziamento, em comparagio com os acidos de cadeia média. CARTOT ef af
(1979 e 1981), observaram que a gordura deixa o estdmago mais lentamente que a fase
liquida das refei¢des e JIAN ef af (1982), e MEYER ef al (1986), confirmaram o retarde do
EG de gordura, comparado com a fase liquida, e adicionalmente, encontraram que a
gordura esvazia mais rapidamente que a fase sdlida. Uma possibilidade para explicar o
esvaziamento concomrente de gordura e solidos seria que uma porgdo significativa da
gordura deixaria o estdmago na superficie de particulas de alimentos solidos (CARTOT ef
al, 1981), o que n3o confirmado pelos experimentos de MEYER (1981) e MAYER (1984),
para os quais a explicagdo seria outra, uma vez que, na auséncia de bile, apenas 14% da
gordura que deixava o estémago estava ligado a particulas solidas. CARTOT et al (1981)
sugeriram ainda que a formagfo de camadas de gordura na parte proximal do estémago
deveria ser um outro mecanismo responsével pelo retarde do EG de gordura em relagio a
fase liquida, contudo, JIAN ef a/ (1982 ), demonstraram com cintilografia que estas

camadas sdo muito pequenas, para sustentarem as explicagdes anteriores e MEYER &
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MAYER (1986), especularam que a gordura chega ao duodeno como esferas de oleo,
suficientemente pequenas para serem rapidamente estabilizadas pela bile ¢ produtos

digestivos no duodeno.

Em outros estudos (MEYER et af, 1986), encontraram que o EG de esferas se d4 em
fungiio do seu didmetro, sua densidade e da viscosidade do contelido gastrico. Os mesmos
fatos hidrodinimicos responsaveis pela reteng@o seletiva de sélidos podem governar o
movimento das esferas de gorduras, embora os mecanismos exatos ainda n3o estejam

plenamente estabelecidos.

A capacidade de nutrientes na luz intestinal exercer um controle “feedback” sobre a
fungdo do trato gastrintestinal proximal estda bem reconhecida, mas os mecanismos de
controle ainda ndo estio bem definidos (RAYBOULD, H. E e al 1994 ¢ 1999). Ha
evidéncias de que as vias sensoriais extrinsecas do intestino, sejam necessarias para o inicio
do processo regulador ¢ a CCK parece estar envolvida na resposta gastrica a Vvarios
estimulos intestinais , tais como, a presenga de gordura, carboidratos e proteinas. Uma
hipotese é que os nutrientes estimulem a liberaggo de CCK do intestino que promoveria a
liberacdo de sinais aferentes da mucosa intestinal determinando mudangas na fungdo
motora gastrica, com retarde do EG. Especificamente em relag@o as gorduras ha evidéncias
que a formagiio dos quilomicrons seja fator determinante para a liberagio da CCK e
posterior inibigdo do EG. InvestigagBes recentes procuram o “sensor” para lipides na
parede intestinal (RAYBOULD,1994.;MEYER et al 1998, RAYBOULD er a/, 1998.
RAYBOULD, 1999).

O EG mais rapido de lipides, em situages em que ha deficiéncia de digestdo deste
macronutriente, estd de acordo com o que ja foi descrito na literatura para a gordura
(MENGUY et af 1960.; MAES ef al 1996, e COLLINS et al, 1997), O mesmo fendmeno
foi observado para os carboidratos complexos, como amido, na deficiéncia de amilase
(HUSBAND & HUSBAND, 1970) e lactose, na deficiéncia de lactase na mucosa do
intestino delgado (ELIAS,1968.; TRONCON, 1983.; COLLARES, 1992.; COSTA-PINTO
& COLLARES, 1997). Fendmeno semelhante também foi observado na ma absorgdo

secundaria a insuficiéncia pancreatica (LAYER ef o/, 1997).
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O ritmo de EG de solugfes de glicose, apds jejum, é mais rapido apenas em sua fase
intcial, exibindo posteriormente um modelo linear (BRENNER. ef al, 1983). Ha fortes
evidéncias de que este fato estd intimamente ligado 4 ativagio de receptores presentes no
intestino delgado, sensiveis as concentragdes de glicose do material géstrico esvaziado para
o duodeno (HUNT & STUBBS, 1975; KELLY, 1981; HUNT, 1983) sugerindo que, em
situagdes fisiologicas, existe um equilibrio dindmico entre o ritmo de liberagdo de glicose,
da luz do estdbmago em direcdo ao duodeno, e a inibigdo do EG. BRENNER e af, (1983)
demonstraram, em estudo com voluntarios humanos recebendo solugdes de glicose com
diferentes concentragdes, que 0 EG ¢ isocaldrico, sendo liberadas pelo estdmago para o

duodeno cerca de 2,0 Kcal/minuto.

No presente estudo a analise das RG das RP de glicose na concentracio de 5% néo
mostrou  diferenga  significativa entre os subgrupos com ligadura do ducto biliar e
simulado (fig. 3-23); porém com o aumento da concentragio de glicose para 10%,
constatou-se um retarde significativamente maior no subgrupo com ligadura (fig. 3-24).
Para explicar este fato que se constituiu num fendmeno nio esperado, nio foram

encontrados dados na literatura disponivel e consultada
Frente a isto, podem ser formuladas as seguintes perguntas:

1 — Teria ocorride um aumento da sensibilidade dos receptores intestinais para a
glicose, com a participagdo ou ndo da CCK, em decorréncia da deficiéncia de digestdo da

gordura?

2 — Seria a auséncia, na Juz intestinal, de um fator (sal biliar ou desconhecido)
modificador da sensibilidade dos receptores a condigdo responsavel pelo retarde d EG de

glicose a 10%7?

Por outro Jado o fendmeno que ocorren com a glicose, poderia ocorrer com outros
macronutrientes em situagdes de ma digestdo de gordura, explicando algumas observagdes
que mostram o EG de refei¢des mistas (contendo gordura), retardado ou indistinguivel do
observado em individuos controles, ¢ mais rapido, quando a gordura foi o dnico
constituinte de uma refeigiio de prova (LONG et al1974..GALATI et al, 1994.; COLLINS
et al, 1997).
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Em razio disto, seria de grande interesse que novos estudos fossem realizados no

sentido de aclarar os pontos levantados.
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5 .Conclusodes

O presente estudo, cujo objetivo foi avaliar o esvaziamento gastrico de refei¢des

liquidas, em ratos com ligadura do ducto biliar, permitiu as seguintes conclusdes:

1- Foram observadas alteragdes morfologicas, bioquimicas e funcionais nos animais
com ligadura do ducto biliar, compativeis com obstrucdo das vias biliares, evidenciando a

adequacdo do modelo experimental ao objetivo do estudo;

2- O EG da refei¢do de prova liquida de NaCl 0.9% (p/v) ndo ¢ influenciado pelo

procedimento cirirgico {com ou sem ligadura do ducto biliar);

3- A obstrugdo do fluxo biliar para o duodeno € o fator responsavel pelo aumento no
EG das solugdes de maionese a 3% e 6%, e pelo retarde do esvaziamento da solugdo de

glicose a 10%, ndo modificando o EG de glicose a 5%.
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6 .Summary

Title: Gastric emptying of liquids in rats subjected to bile duct ligature

The objective of this study was to evaluate gastric emptying (GE) of liquids in rats

with bile duct ligature.

In the first phase (step 1), 18 animals were distributed in 2 subgroups: with bile duct
ligature (L) and sham (S). After two weeks receiving ration with 10% fat, the obstruction
model of the biliary path was evaluated as to morphology {macroscopic and histological),
biochemistry (plasma levels of bilirubin, aminotransferases, alkaline phosphatase, amylase
and y-glutamil-transpeptidase) and function (steatocrit acid of the rats’ ceco-appendix

content).

In the second phase (step 2), 132 animals were distributed in 5 groups according to
the liquid test meal (LTM) Saline group (SG), in which the LTM was 0.9% NaCl, with 36
animals divided into control C, S and L subgroups, with 12 animals in each, the
mayonnaise groups at 3% and 6% (MG3 and MG6) and glucose groups at 5% and 10%
(GGS5 and GG10), which were divided into subgroups S and L, also with 12 animals in
each. In this phase, after 2 weeks receiving commercial ration, Labina (Purina), gastric
retention (GR) for the 5 meals tested was determined and the procedures of phase I were
repeated, with the exception of the steatocrit acid. GE was studied in animals undergoing
24 hour fasting, receiving water ad /ibitum, LTM was administered by standard technique,

using the volume of 2ml/g the animal’s weight.

For the statistical analysis, the non parametric Mann-Whitney (K=2) and Kruskal-
Wallis (K > 3) test was used, having established that the value of a=0.05. As there was a
significant difference in the Kruskal -Wallis test, the multiple comparisons test was applied

in the differentiation between the pairs (o = 0.02).

The results of phase I demonstrated the efficacy of the bile duct ligature, as to the
aspects analyzed. The following facts stand out: 1- no significant differences were observed

in the levels of seric amylase when groups were compared; 2- the animals with bile duct
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ligature presented significantly greater values of steatocrit {median = 58.5%) in relation to
the simulation group {median = 8%). The results of phase II demonstrate significantly
lower weight gain in the animals with bile duct ligature, as well as significantly greater
values of humid and dry weight, and liquid content of the liver of these in relation to the
simulated animals. The results of the biochemical determinations performed in this phase

did not differ from those obtained in phase L.

The emptying of the saline LTM was not influenced by the bile duct ligature
(median of GR = 38.5%) in relation to the control group (median of GR = 36.3%) and
simulation group (median of GR = 36.9%). Astothe LTM of mayonnaise at 3 and 6%, a
significantly lower GR was observed in the groups with ligature (median of GR of MG3 =
30.4% and MG6 = 35.4%), when compared to the respective simulation groups (median of
GR of the MG3 = 38.6% and of MG6 = 47.3%). On the other hand, the GR of LTM of
glucose at 5% did not show significant difference in the animals with bile duct ligature
(median of GR of the GG5 = 45.2%), in relation to the sham (median GR of the GGS5 =
41,5%), however, in the GR of the LTM glucose at 10%, significantly greater values were
observed in the animals with bile duct ligature (median of GR of GG10 = 66.8%), when
compared to the respective simulation groups (median of GR of GG10 = 53.6%).

Thus, the conclusion is that in rats the absence of biliary flux to the small intestine
increased the GE of fats and retarded the GE of glucose to 10%, when macronutrients were

administered in liquid meal form.
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