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RESUMO



Fste experimento teve por objetivo o desenvolvimento de um modelo de
obstricdio biliar, através de procedimento cirirgico sem ligadura, canulizagdio ou secgdo do
ducto biliar, que permitisse evolugdo para cronificagiio, com o desenvolvimento de cirrose
biliar (ou a0 menos “fibrose de padrio biliar”) e mantivesse a via biliar extra-hepatica
facilmente acessivel a eventuais manuseios. A avaliagio histopatologica do figado destes

animais e os efeitos bioquimicos séricos foram realizados ap6s 30 dias da obstrugéo.

Inicialmente foram utilizados 63 ratos Wistar, distribuidos em trés grupos: 47
animais foram submetidos 4 obstrugio do ducto hepatico comum (grupo OB), 9 foram
submetidos 4 operagdo simulada (grupo OS) e 7 foram adotados como controle para andlise
histologica (grupo CO).

No desenvolvimento da técnica, o ducto hepatico foi isolado logo apds sua
emergéncia justa-pancredtica, deixando-se 1 ¢m de ducto livre, reparado com fio de
polipropileno. Em seguida procedeu-se & exposigio do apéndice xifoide e, atraveés de
marcador de oretha de rato, foi feito ai um pequeno orificio, pelo qual passou-se o fio
tracionando o ducio biliar. Deste modo formou-se uma alca de ducto biliar emergindo pelo
orificio do apéndice xiféide; um cateter de silicone foi colocado sob esta alga. O ducto biliar
permanecey, portanto, tracionado ¢ exposto entre a musculatura e a pele. O fechamento da

parede muscular e da pele foi feito com sutura continua.

Quinze ratos (32%) do grupo OB foram eliminados do estudo por Gbito precoce
(8 casos) ou falha técnica (7 casos). Para os demais 32 animais do grupo OB fo1
demonstrado aumento significativo nas dosagens séricas de bilirrubina, aminotransferases
(ALT e AST), fosfatase alcalina e gama-glutamiltransferase, com reducdio da albumina,
quando comparados aos valores das dosagens dos ratos do grupo OS. A anilise histologica
confirmou o desenvolvimento de “fibrose de padrio biliar” em todos os casos do grupo OB,
com formagio de nédulos regenerativos em 68,7%. Esta se caracterizou por fibrose portal
(de grau leve e moderado) em 96,9% dos animais, com formag#o de septos fibrosos (de grau
moderado e intenso) em 87,4 % e proliferagfio de ductos biliares em todos os casos (intensa
em 81,3% e moderada em 18,7%).
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Conseguimos desta maneira, o desenvolvimento de um modelo experimental
alternativo simples e eficaz. Devido a facilidade de manuseio, a obstrugdo provocada pela
tracio do ducto biliar oferece excelentes condigBes de pesquisa desde o momento da
interrupgio do fluxo biliar, até o desenvolvimento de colestase acompanhada por distorgéo
da arquitetura hepdtica, com possibilidade ainda de reversio do guadro obstrutivo em

qualquer fase evolutiva do processo.

Resimo
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1. INTRODUCAO



Por definicio, obstrugio biliar extra-hepatica € aquela decorrente de processo
obstrutivo em quaiquer nivel da arvore biliar, a partir da bifurcagdo do ducto hepatico
comum (“porta hepatis”) até a papila de Vater (SHERLOCK, 1975; COTRAN, KOMAR,
ROBBINS, 1991).

No recém-nascido, a causa mais comum de colestase obstrutiva € a atresia das
vias biliares extra-hepaticas. Esta corresponde a 5% dos casos de colestase prolongada do
neo-nato e sua etiologia continua nfo totalmente esclarecida, aceitando-se mais a causa
infecciosa. No adulto, esta pode ser devida a lesBes expansivas extrinsecas, como por
exemplo: tumores da cabega do péncreas, da regifio peri-ampular das vias biliares
extra-hepaticas, obstrugdes por calculos biliares, secundéria a processos iatrogénicos
cirdrgicos estenosantes pregressos, ou ainda devida a causas mais raras, tais COmO
diverticulo de colédoco, aneurisma da artéria hepatica ou gastroduodenal, cisto renal, dlcera
ou diverticule duodenal (SHERLOCK, 1975).

Como conseqiiéncia ha o aparecimento de colestase, que representa somente um
distirbio no fluxo biliar, nfio acompanhada, inicialmente, por alteragSes nos mecamsmos

secretérios hepatocitarios.

Inicialmente a via biliar extra-hepatica sofre distensfio pela presenca da bile ¢
quando a obstrugdo ¢ prolongada, esta pode aumentar em até 10 vezes o sen didmetro.
Posteriormente; temos uma extensdo retrégrada progressiva da estase biliar para dentro do
sistema de ductos intra-hepiticos, desencadeando-se uma seqiiéncia de fendmenos

colestaticos.

De maneira geral, o processo biliar obstrutivo mantido leva ao aparecimento das
seguintes alteragdes morfologicas (em ordem cronologica) no parénquima hepatico
(ESCANHOELA & VALENCA JR., 1998):

- Bilirrubinostase, que é a retengdo de granulos biliares finos no interior de
hepatécitos, podendo ji ser observada poucos dias ap6s o inicio da obstrugéo. Quando esta €
muito recente sera observada somente na zona 3 acinar, j4 que a drenagem da bile através da

arvore biliar intra-hepética se faz da zona 3 para a zona 1 acinar.

Introducdo
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- Reagfio biliar portal, caracterizada inicialmente por edema e infiltrado
inflamatdrio misto (linfomononuclear e neutrofilico), seguida pela proliferagéo marginal

(junto & placa limnitante) de dictulos biliares praticamente sem luz.

- Bilirrubinostase mais evidente, com presenga de granulos biliares intra-

citoplasmaticos mais grosseiros.

- “Rosetas colestaticas™ dilatacio dos espagos intercelulares com ou sem
hepatécitos dispostos a0 seu redor e de canaliculos biliares, com o aparecimento de rolhas

biliares em pleno 16bulo.

- Expansdo da bilirrubinostase e das rolhas biliares através das zonas 2 ¢ 1

acinares, por vezes tocando o espago-porta.

- Colestase de longa duragdo acaba levando ao aparecimento da degeneracfo
plumosa de hepatdcitos (“feathery degeneration™), acompanhada inicialmente por necrose
hepatocelular focal (corpusculos acidéfilos), secunddria 4 propria degeneragdo plumosa ou a
compressio trabecular pela dilataciio capalicular, resultando em necrose litica, com o

aparecimento de células macrofagicas e leucocitos neutréfilos no local.

- Colatestase é a presenca de bepatdcitos com o citoplasma vacuolado e de
aspecto reticulado na zoma | acinar, que corresponde 4 lesio menos severa que a
degeneragio plumosa. Necroses mais extensas de localizagdo peri-portal levam ao

aparecimento de infartos biliares amplos .

- Necrose biliar em saca-bocados, é o quadro morfoldgico que se desenha na
interface lobular-portal, caractetizada entio pela proliferagdo ductular marginal,
acompanhada pelo infiltrado inflamatério, colatestase e necrose hepatocelular peri-portal.

- A necrose de hepatdcitos geralmente leva & ruptura de canaliculos biliares, com
extravasamento de pigmento biliar no 16bulo e afluxo de células macrofagicas, as quais
tendem a ter o citoplasma amplo ¢ xantomatoso. Ao extravasamento de pigmento biliar em

grande volume, da-se o nome de lago biliar.

Introducio
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- Alargamento portal, com o aparecimento de fibrose e concomitincia da
proliferagdo ductular, com ductulos progressivamente maiores e agora com luz central
presente. Eventualmente serfio observados ainda rolhas biliares no mterior de colangiolos ¢

de ductos biliares interlobulares.

- O tinico dado morfolégico patognoménimo de obstrugdo biliar extrinseca seria
a reagfio macrofigica portal (incluindo células gigantes multi-nucleadas) decorrente da
ruptura de ductos biliares, com extravasamento de pigmento biliar no espago-porta.

Infelizmente este fendmeno é muito pouco observado.

- A fibrose portal pode ter por vezes arranjo concéntrico peri-ductal, levando a
alteragdes do fluxo sangiiineo do plexo capilar, com alteracSes degenerativas e atroficas do

epitélio ductal, podendo chegar ao grau extremo de desaparecimento ductal.

- Um fator complicador na evolugfio do processo € o surgimento de colangite,
somente diagnosticada quando da presenga de leucdcitos neutréfilos permeando a parede do
ducto biliar, visto que o refluxo bileo-linfatico, causado pela propria obstrugéo, leva ao
aparecimento de leucécitos neutrofilos no espago-porta, fazendo parte do processo

inflamatério, sem constituir verdadeira inflamagfio ductal.

- Emissdo de septos fibrosos inicialmente curtos para o Iobulo, acompanhando o

processo de proliferagiio ductular marginal.

- Cicatriza¢io lobular, com presenga de fibrose envolvendo células isoladas ou

agrupamentos celulares.

- Anastomoses fibrosas, com o aparecimento de septos porta-porta ou poria-

centro, 0s quais passam a envolver nédulos.

- Cirrose biliar secundaria: esta é pouco freqiiente nos processos obstrutivos.
GIBSON & ROBERTSON (1939) estudaram 244 casos de necropsia por obstrugdo biliar, e
a cirose biliar verdadeira, definida como degeneragio parenquimatosa, fibrose e

regeneragio nodular, esteve presente em apenas 21 casos (8,6 %).

O intervalo de tempo entre o inicio da obstrugo biliar e o aparecimento da
cirrose varia amplamente (SCOBIE & SUMERSKILL, 1965), sendo a duracfio da obstrugdo,

fator importante no desenvolvimento da fibrose e cirrose biliar. Os estudos de microscopia
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optica do figado de pacientes com obstrugfo biliar mostraram proliferagdo de fibroblastos j4
com 7 dias de obstrugHo, e 0 aparecimento de regeneracio nodular somente apds 212 dias do

inicio da ictericia.

As alteragbes clinicas que surgem tardiamente na obstrugfio biliar sdo
comumente atribuidas a cirrose biliar secundaria (ADSON & WYCHULIS, 1968; COLE,
IRENEUS, REYNOLDS, 1995; SEDGWICK, POULANTZAS, KUNE, 1996), sendo seus
principais indicadores a esplenomegalia e ascite associadas 4 hepatomegalia (SCOBIE &
SUMERSKILL, 1965). Num estudo com 160 pacientes com cirrose biliar secundaria, 37
(23%) apresentavam também varizes de esbfago (ADSON & WYCHULIS, 1968).

A alteracdo laboratorial mais precocemente observada em pacientes portadores
de obstrugdo biliar extrinseca € a hiperbilirrubinemia. As demais alteragdes laboratoniais sdo
varidveis de acordo com o grau de lesdo hepatocelular, que ocorre secundariamente.
LEEVY, DVORSCHAK, GNASSI (1954), num estudo comprecendendo 60 pacientes
portadores de obstrugio biliar, encontraram alteragdes bioquimicas semelhantes em 75% dos
casos. O aumento da fosfatase alcalina e a hiperbilirrubinemia foram observados em quase
todos os casos, com poucas excegdes. Os niveis séricos das aminotransferases néo tiveram
importancia para o diagnostico. As alteragbes nas proteinas séricas, quando presentes,
compreenderam a hipoalbuminemia e a hipergamaglobulinemia, refletindo a presenca de

lesdio no parénquima hepatico.

Além de eventual evolugdio para fibrose e cirrose biliar, a obstruglo biliar
prolongada pode gerar dois problemas mecdnicos importantes: Primeiro, substincias
excretadas pelo figado nfio chegam ao duodeno. Segundo, a elevagio da presséo nos ductos
biliares impede a excregdo da bile e facilita o sen refluxo para o sangue. Assim, as
bilirubinas diretas ¢ total, a fosfatase alcalina, 4cidos biliares e a gama-glutamiltransferase
estdio acumuladas no plasma e o urobinogénio urinario e fecal estio diminuidos ou ausentes

(LEE, 1994; SCOTT-CONNER & GROGAN, 1994).
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De acordo com VITAL er al. (1982), além do esperado aumento das bilirrubinas
séricas na ictericia obstrutiva, o aumento dos niveis séricos e teciduais hepaticos de sais

biliares indicam lesfio hepatocelular.

Apds a drenagem da via biliar nos pacientes portadores da cirrose biliar
secundéria, ocorre desaparecimento das anormalidades clinicas e bioquimicas, mas ocorre
insuficiéncia hepatica progressiva, com evolugdo fatal no periodo de 1 a 4 anos em todos os
pacientes (LEEVY ef al., 1954).

A deterioracdio da funcdo hepatica leva ao 6bito por faléncia hepatocelular,
sangramento digestivo e/ou septicemia (WAY, BERNHOFT, THOMAS, 1981).

A cirrose € fregiientemente considerada como estégio final da lesdo hepatica ¢
como situacdo irreversivel (PEREZ-TAMAYO, 1979), sendo que a raridade de
documentagdo de reversdo da cirrose biliar, da suporte a este conceito. No entanto, hé relatos
de casos em que a descompressdo biliar eficaz promoveu reversio das alteracdes
histolégicas ¢ da hipertensio portal, como a relatada por BUNTON & CAMERON (1963),
com reversio da cirrose biliar secundaria em crianca de dois meses, portadora de atresia das

vias biliares extra-hepaticas.
OBSTRUCAO BILIAR EXPERIMENTAL

A interrup¢dio experimental do fluxo biliar do figado para o duodeno pode
induzir a fibrose e & cirrose biliar. Os métodos empregados produzem alteracdes
morfologicas e funcionais diversas e varidveis, sendo varios os modelos de indugdo

experimental empregados.

O desenvolvimento, a gravidade ¢ a extensio das alteragSes, tanto morfologicas
como funcionais, dependem da espécie animal, do grau, da duragfio, do local e do método
empregados para a obstrugio biliar (CAMERON & OAKLEY, 1932)". O peso ¢ a idade dos

" CAMFRON,G. R & OALEY, C.L, apud; KOUNTOURAS, §.; BILLING, B.H.; SCHEUER, P.I. - Prolonged bile duct obstruction: a new
experimental model] for cirrhosis in the rat. Br, J. Exp. Pathol, 65:305-11, 1984,
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animais por ocasidio da obstrugdo biliar, também podem influenciar na evolucio do quadro
(MEDEIROS, FREITAS, ANDRADE, 1988; ZIMMERMANN ef al., 1992), bem como seu
estado nutricional evolutivo. TRAMS & SYMEONIDIS (1957) observaram que os ratos

submetidos 4 obstrucio biliar, apresentaram anorexia ap6s uma semana do inicio do estudo.

Virias espécies de animais foram utilizadas para estudo de indugdo de cirrose
biliar. Atualmente, o rato ¢ o cfo sio os animais mais empregados e os resultados sdo

heterogéneos.

Em ratos, os efeitos da ligadura convencional do ducto biliarna morfologia
hepética t€m sido examinados exaustivamente ha mais de 50 anos, desde a publicagdo de
CAMERON & OAKLEY (1932 apud KOUNTOURAS ef al, 1984). Esies autores
descreveram que ao redor da terceira semana pos ligadura dupla do ducto biliar ocorre
dilata¢io sacular da porg¢do proximal do ducto hepéatico e o figado sofre uma desorganizagdo,
com o aparecimento de nédulos de regeneragio e atrofia celular, com presenga de bandas de

fibrose discreta e ductos biliares proliferados. O quadro seria o de cirrose biliar estabelecida.

Em trabalho posterior, avaliando cronologicamente as alteragcdes estruturais e
funcionais do figado apés ligadura biliar, CAMERON & HASAN (1958) relataram, apos 5 a
7 semanas de obstrugfo, desorganizagfio da arquitetura hepatica e complicagSes como
infecgdio, infarto extenso e trombose portal. Observaram, nessa fase, discreta supuragiio
difusa, acompanhada por fibrose. A correlagfio entre as alteragdes estruturais e os testes
bioquimicos nfo foram bem estabelecidos. Os valores séricos da bilirrubina nfio foram muito
elevados (4,8 mg %, em média), ¢ foram menores que os obtidos com uma semana de
obstrugdio (10,5 mg %, em média). Houve discreto aumento da fosfatase alcalina e néo
ocotreu alteracio na relagio albumina/globulina. Apés 9 a 11 semanas de obstrugfio biliar,
foram observados sinais histologicos de infecgdo e a cirrose verdadeira se instalou.
Manteve-se a elevagfio das bilirrubinas séricas e fosfatase alcalina e ocorreu inversio na

relacfio albumina/globulina.
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Acompanharam ainda a evolugio de trés ratos que apresentaram ictericia € que
sobreviveram apos a fase em que normalmente ocorre a cirrose biliar secundaria, sendo dois
deles sacrificados no 82 més apos a obstrugfio. Apesar do alargamento causado pela fibrose e
proliferagiio de ductos biliares, o parénquima hepético apresentou arquitetura normal. O
outro animal, sacrificado ap6s 1 ano de obstrugdo, mostrou a arquitetura hepética normal. As
avaliagBes funcional e bioquimica do figado também foram normais € constatou-se a
restauraciio espontinea do fluxo biliar decorrente da reabsorcio do fio cirfirgico utilizado

para o obstrugéo.

TRAMS & SYMEONIDIS (1957) demonstraram que apds ligadura fnica do

ducto hepético, o restabelecimento do fluxo hepatico biliar ocorreu em poucas semanas.

Com o objetivo de avaliar a recuperagfio hepatica apés a obstrugfio biliar,
CAMERON & PRASAD (1960) utilizaram esta técnica e observaram que a obstrugio
permanecia por 4 semanas, sendo freqlientemente seguida da restauragfio esponténea do
fluxo biliar. Nas 4 semanas que se seguiam & obstrucio biliar, havia proliferagio ductal,
fibrose, estase biliar acentuada, infiltragio dos espagos-porta por linfécitos ¢ mongécitos e
formagdo de micro-abscessos. Do 35° ao 49° dia, havia combinagio de alteragSes,
conferindo um aspecto de “cirrose atenuada”, caracterizada por alargamento dos espagos
porta, com proliferagdo de ductos biliares, fibrose, estase biliar e nédulos de regeneragéo
hepatocelular. Todos os animais observados apés 7 semanas tiveram o fluxo biliar

restabelecido, e o aspecto histoldgico do figado estava préximo da normalidade.

KOUNTOURAS er al. (1984), visando estudar as alteragSes funcionais e
morfologicas do figado de raios, promoveram & obstrugio do ducto biliar com ligadura
dupla, isoladamente ou associada a canulizagido mediante uso de protese. Nos grupos de
animais obstruidos, notaram elevagdo da concentrag@io de bilirrubina sérica, com tendéncia a
estabilizacdio entre o 102 ¢ 15° dias ap6s a obstrugfo, com decréscimo a seguir. Apds mais de
30 dias de obstrugfio, a média da concentragio da bilirrubina conjugada fo1 de 114 + 18,5
umol/l para o grupo obstruido com prétese, e de 99 + 18,6 umol/], para o grupo obstruido
por ligadura, ndo havendo diferenga significativa.
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Morfologicamente, KOUNTOURAS et al. (1984) observaram que apés 5 dias
de obstruciio, em ambos os grupos, havia proliferagiio dos ductos biliares, com discreto
infiltrado de neutrdfilos ao redor destes. No parénquima havia inimeros hepatdcitos em fase
mitética e focos de necrose. Apesar disso, a arquitetura hepatica estava normal. Apés 10 dias
de obstrugfio biliar, os espagos porta se expandiram pelo aumento da fibrose e proliferacio
ductal, formando septos fibrosos porta-porta. A proliferaciio ductal estendeu-se através dos
espagos porta e invadiu o parénquima hepatico. Infartos biliares foram ocasionalmente
notados, principalmente nas dreas peri-portais, caracterizados por necrose de hepatdcitos e
acimulo de fibrina. Apés 15 dias, observaram que havia fusfo dos septos fibrosos, com
unido dos espagos porta entre si ¢ avango da fibrose para os lobulos, com alteragdo da
organizagio lobular habitual e aparecimento dos nédulos de regeneragéio, indicativos de
cirrose. Ocasionalmente, trombos organizados foram vistos nos ramos da veia porta. Todos
os animais com mais de 30 dias de obstrugfio tinham cirrose, hipertensdo portal
(caracterizada pela esplenomegalia), ¢ sinais de descompensagio hepitica, pela presenga de
ascite. A julgar pela presenga da infiltrag&o leucocitéria discreta, os autores afirmaram que a

colangite observada foi minima.

GOLDMAN, STEER, SILEN (1983) sugerem que o aparecimento de colangite
nos animais em que a anastomose se mantem ampla e pérvia, possa ser explicado por um
mecanismo de obstru¢o transitéria da anastomose, decorrente da presenga de residuos

alimentares.

Os achados de proliferaciio ductal na regifio marginal do espago porta, edema,
infiltracio leucocitdria e fibrose também foram observados por POULSEN &
CHRISTOFFERSEN (1970), na anslise dos sinais caracteristicos da obstrugfio biliar em

figado humano, com colestase de duragdo de 1 a 5 semanas.

CAMERON & HASAN (1958); CAMERON & PRASAD (1960) e
KOUNTOURAS ef al. (1984), em seus experimentos, mostraram o desenvolvimento da
cirrose secundéria apés 3 a 8 semanas de obstrugfio biliar. Outros autores (GROSS JR. et al,
1987 e BACQ et al., 1990) também atingiram o estigio de cirrose biliar mediante obstrucgo

biliar, com a finalidade de estudar seus aspectos funcionais. No entanto, num periodo de
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observagio que durou 14 a 40 dias, FRANCO et al. (1979), JOHNSTONE & LEE (1976),
McDONALD & PECHET (1961) e ZIMMERMANN ef al. (1992) obtiveram um estagio de
desorganizagio hepética, ao qual denominaram fibrose biliar secundaria,

Na avaliagio da regeneragiio celular, nesse processo, apés a obstrugo biliar,
McDONALD & PECHET (1961) se utilizaram de timidina tritiada e auto-radiografia para
detectar a sintese de acido desoxirribonucleico. Observaram que os fibroblastos adjacentes
aos ductos biliares foram as primeiras células a exibirem atividade proliferativa, seguidos
pelas células ductais e hepatdcitos, a partir do segundo dia de obstrugdo. Essa atividade
regenerativa persistiu enquanto durou a obstrugio biliar (34 dias) e reduziu-se com o
restabelecimento do fluxo biliar. Na verificagio da infecgdo, utilizaram a técnica de

avaliagio bacteriolégica quantitativa, para distinguir infeccéo prévia de contaminacéo.

Escherichia coli e Proteus sp foram injetados na veia de ratos com obstrugdo biliar e ratos
controles. Demonstrou-se que a resposta proliferativa dos fibroblastos, células ductais ¢

hepatécitos € o desenvolvimento da fibrose foram independentes da infeccéo.

JOHNSTONE & LEE (1976) promoveram obstrugio biliar com ligadura dupla,
para analise quantitativa e qualitativa das lesdes hepaticas nos animais sacrificados com
tempo de obstrugio que variou entre 29 e 40 dias. As alteragbes histologicas foram
varidveis. Num extremo houve proliferagio ductal predominantemente interlobular e
preserva o parénquima hepatico. No outro extremo a proliferagio ductal ocorreu ao acaso,
difundindo-se entre os Io6bulos, € os hepatécitos estavam separados em pequenas ilhas. Nao
houve cirrose biliar, ja que nfio foram visualizados nédulos de regeneragio ¢ a fibrose, que
mantem intima relagio com a proliferagio ductal, ndo foi excessiva. A colangite foi minima,

a julgar pela infiltragiio neutrofilica discreta nos espagos porta.

ZIMMERMANN et al. (1992), ligando o ducto biliar com duas ligaduras
proximais e outra distal, com remogdo do coto ductal, obtiveram um quadro histolégico de

fibrose biliar secundéria apés 4 semanas de observagfio, acompanhado de hipertensao portal,
FTRIIC ANMED
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avaliada pela pressdo na polpa esplénica e peso do bago.
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No cdo, a ligadura ductal deve ser feita distalmente ao Wltimo ducto lobar,
proximo ao duodeno e seguida de colecistectomia (BOSCH et al., 1983; WRIGHT &
BRAITHWAITE, 1962). A lesdo ductal pode provocar fistulas biliares e peritonite que,
juntamente com a colangite e o sangramento, foram complicagdes relatadas por CAMERON
& HASAN (1958) e se constituem pas causas mais comuns de morte nas duas primeiras

semanas de obstrugdo biliar.

De maneira geral, muitos sdo os métodos normalmente empregados para a
obtencdio de obstrugio biliar em animais de laboratério, tais como: ligadura simples do ducto
biliar (KOCK-WESER et al., 1952; TRAMS & SYMEONIDIS ef al., 1957), ligadura dupla
¢ canulizagio do ducto biliar (ACCATINO et al., 1979; KOUNTOURAS et al., 1984;
MELZER et al., 1992), ligadura apoiada em prétese, ligadura e enovelamento continuo do
ducto biliar (CASTRO E SILVA JR. & MAZZETO, 1991; SANTOS et al., 1998), ligadura
dupla e transecgfio do ducto biliar (TRAMS & SYMEONIDIS er al, 1957
ZIMMERMANN ef al., 1992). No entanto, nenhuma destas técnicas permite que a via biliar
permanegca exposta ou seja de facil acesso, visando-se um rapido procedimento subseqiiente,

tal como interrupcfio precoce do quadro obstrutivo ou inje¢do de contraste, entre outros.
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2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo experimental que cause obstrugdo biliar no rato,
levando-o0 ao quadro de fibrose (ou cirrose) biliar secundaria e que possibilite a interrupgdo

desta obstrugio, em varios estadios evolutivos da doenga.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analisar os efeitos bioquimicos séricos

Avaliar os efeitos histopatologicos no figado destes animais.

QObjetivos
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3. MATERIAL E
METODOS



CONSIDERACOES GERAIS

As intervengdes cirtrgicas foram realizadas no Laboratorio de Transplante
Hepatico e os exames histopatologicos no Laboratério de Anatomia Patolégica, ambos do
Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP); os exames bioquimicos foram
realizados no Laboratério de Emergénceia do HC da UNICAMP. O estudo foi conduzido de
acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagfio Animal (COBEA, 1991),
baseadas nos principios éticos de Experimentagdo Anmimal e o tempo estipulado de

experimentagfo foi de 30 dias.

3.1. MATERIAL
3.1.1. Animais utilizados

Foram uiilizados 63 ratos adultos (com idade de 12 semanas), machos e sadios,
com peso inicial variando de 256 a 340 g (média de 303 g), da linhagem Wistar (Rattus

novergicus allbinus, rodentia, mammalia).

Os animais foram fornecidos pelo CEMIB (Centro de Bioterismo da
UNICAMP), tendo sido mantidos em temperatura ambiente, em ciclos diurnos de luz,

recebendo alimentagdio ¢ d4gua “ad libitum” até o dia do sacrificio.

3.1.2. Formacio dos grupos de animais

GRUPO OBSTRUCAO BILIAR (OB) - Inicialmente, 47 animais foram
submetidos 2 obstrugio do ducto hepatico. Estes foram mantidos em suas respectivas gaiolas
com dieta livre, conforme rotina do biotério, e avabiados constantemente pelo mesmo
pesquisador. Foram eliminados do estudo os que obituaram antes de se completar os 30 de
experimentagio. A coleta de amostras do figado para avaliagio histologica foi efetuada nos

ratos na 30° dia apds a cirurgia.

Material e Métodos
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A coleta de sangue para a realizagio de exames bioquimicos foi realizada em 17

destes animais.

GRUPO OPERACAO SIMULADA (0S) — Nove animais foram submetidos &
operacio simulada para controle da indugdo da obstrugfio biliar. Apés 30 dias,
imediatamente antes do sacrificio, fez-se coletas de amostra hepitica para avaliacdo

histologica e de sangue para dosagens dos exames bioquimicos.

GRUPO CONTROLE (CO) - Sete animais foram utilizados como controle,
ndo tendo sido submetidos a nenhum ato cirargico. Foram mantidos nas mesmas condigdes
dos outros grupos e observados pelo mesmo periodo de 30 dias. Em todos os ratos,
imediatamente antes do sacrificio, fez-se a coleta de amostras do figado para avaliagfo

histopatolégica.

3.2. METODOS
3.2.1. Descri¢io do experimento
3.2.1.1. Anestesia ¢ procedimentos operatérios

Os animais foram colocados em gaiolas proprias, devidamente identificadas,
contendo no maximo cinco animais em cada. Foram mantidos no biotério do NMCE e, antes
de cada procedimento, foram submetidos a jejum de ragéo por aproximadamente 8 h; foram
pesados em balanga elétrica (marca Marte CS 500) a seguir anestesiados por via inalatoria
com éter dietilico. Durante todo o ato cirdrgico o animal foi mantido amestesiado com
ventilacio espontinea, mediante inalagio continua de éter dietilico embebido em chumago

pequeno de algodio, locatizado no interior de frasco de acrilico.

A imobilizacgo do animal (em decubito dorsal) foi feita em prancha cirdrgica
apropriada, ¢ a fixagdo de seus membros, com fita de esparadrapo. Foi realizada tricotomia
da parede abdominal anterior ¢ antissepsia da pele da regiio com solugo iodo

polivilpirrolidona 2% (Indtstria Brasileira- Rio de Janeiro, RJ).
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16



3.2.1.2. Obstrucio do ducto hepatico

Foi realizada laparatomia por incisio mediana de 1,5 cm de extensgo, a partir do
apéndice xifoide. Afastou-se a borda inferior do figado e, com o auxilio de haste flexivel de
algodiio e gaze umedecida em solugio de cloreto de sodio 0,9 %, apresentou-se a alca

duodenal, para se expor o pediculo hepético.

O ducto biliar foi dissecado a partir de 1 cm acima da jungdo bileo-pancreatica,
até proximo & sua bifurcagfo, tomando-se o cuidado de néo se lesar o ducto pancreético e os

ramos da veia porta.

O ducto hepatico foi isolado na emergéncia justa-pancredtica, deixando-se

aproximadamente 1 cm de ducto livre, reparado com fio de polipropileno n® 4-0 (Figura 1).

Em seguida procedeu-se & exposi¢do do apéndice xiféide (Figura 2), no qual
fez-se pequeno orificio com marcador de orelha de rato. Passou-se uma pinga hemostatica de
microcirurgia através deste orificio, onde se fez a captura do fio de polipropileno n® 4-0 ¢ do

ducto hepatico (Figuras 3 € 4).

Ap6s a exposicio do ducto biliar através do orificio do apéndice xiféide (Figura
5), introduziu-se sob esta al¢a de ducto biliar formada, um catéter levine siliconizado n° 8,
seccionado numa extenséio de 1,5¢m, que foi fixado sobre o apéndice xif6ide, mantendo-se o

ducto biliar tracionado.

O fechamento da parede muscular foi feito com fio de polipropileno n® 4-0
em sutura continua, deixando o ducto biliar sob o cateter de levine exposto sobre a
musculatura (Figura 6). A pele foi fechada por sutura continua com fio de algoddo n®3-0. O

tempo do procedimento cirdrgico foi anotado em minutos.
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Nos animais do grupo OS o ducto hepatico foi dissecado com todos os
procedimentos e cuidados utilizados para o grupo OB, porém ndo foi reparado e/ou fixado

com o cateter,

Figura 1 Figura 2
Legenda da Figura 1: Ducto hepéatico sendo isolado apos sua emergéncia do pancreas.

Legenda da Figura 2: Exposigio do apéndice xiféide (Notar, acima, marcador de orelha de

rato).

B =D s

Figura 3 Figura 4

Legenda das Figuras 3 e 4: Com o auxilio de pinga hemostatica de microcirurgia passada

através desse orificio, fez-se a captura do fio de prolene n® 4-0, trazendo consigo o ducto

hepatico.
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Figura 6

Legenda da Figura 5: Alca de ducto biliar foi exposta através do orificio no apéndice

xifoide. O cateter levine n® 8 foi entéo introduzido sob esta.

Legenda da Figura 6: Fechamento da parede muscular com fio de poli-propileno n® 4-0
(sutura continua), deixando-se 0 ducto biliar exposto sobre a musculatura, sob o cateter de

levine.

3.2.1.3. Cuidados pés-operatérios

Apés o término do ato operatorio, os anjmais foram recolocados em suas

respectivas gaiolas, com alimentago padronizada e ingesta de dgua “ad libitum”.

3.2.2. Avaliacdo clinica antes do sacrificio
Todos os animais tiveram os seguintes pardmetros avaliados
- Peso
- Coloragio cutdnea a nivel das orelhas e patas

- Coloragdo da urina e das fezes
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3.2.3. Avaliacio macroscopica da cavidade abdominal

Apds 30 dias de observagio e estudo, os animais foram anestesiados com éter
dietilico inalatério e colocados em prancha cirirgica; tiveram seu abdome reaberto,

obedecendo-se os mesmos cuidados e técnicas ja descritos anteriormente.

Uma vez aberta a cavidade abdominal, foi feito exame detalhado de todo

abdome e visceras, seguindo-se a seguinte ordem:
- Observagio da posigéio do cateter;
- Mensuragiio do ducto biliar em seu maior eixo (em cm);
- Caracterizagio de eventual ruptura do ducto biliar;
- Detecgdo da presenga ou auséncia de ascite;
- Avaliacio macroscopica do figado;

- Retirada do figado e colocag@io dos fragmentos do lobo médio em formalina
10%.

3.2.4. Coleta de material

Para a coleta de sangue, as visceras foram afastadas e a aorta abdominal

puncionada com cinula calibre 24.

Foram coletados 3 ml de sangue em tubos de ensaio, os quais foram envoltos em
papel aluminio e identificados. O sangue foi centrifugado (Centrifuga Fanem-204n) a 2.500
rotagbes por minutos, durante 10 minutos. Separou-se 0 soro com pipeta ¢, apos colocagdo
em tubos de plastico protegidos da luz, foram encaminhados ao laboratdrio em caixa de

isopor com gelo.

O sacrificio dos animais foi feito através de sec¢fio cardiaca, estando os ratos
ainda anestesiados. O figado foi retirado € cortes transversais foram realizados no lobo

médio.

Material ¢ Métodas
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3.2.5. Avaliacio bioquimica do sangue

As dosagens séricas da aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-ghitamiltransferase (GGT),
bilirrubinas totais (BT), bilirrubina direta (BD), bilirrubina indireta (BI), albumina (ALB) ¢
protefnas totais foram realizados por método enzimdtico cinético com equipamento auto-

matizado (Cobas).

3.2.6. Anilise histologica do figado

Foram retirados 2 fragmentos do figado de cada amimal, os quais foram
colocados em formalina 10%, por tempo maximo de 24h. Apés este periodo foram

colocados em dlcool 70%, até a inclusdo em parafina e confecgéio das laminas.

Os fragmentos obtidos foram processados mo Laboratério de Anatomia
Patologica do NMCE da FCM-UNICAMP. Inicialmente foram desidratados em bateria de
alcool ¢ xilol. Apés a diafaniza¢dio, foram incluidos em parafina e cortados em micrétomo,
com espessura de 5 pm cada. Apds sua reidratag8o, foram fixados em ldminas e corados em

Hematoxilina-Eosina e pelo tricrémio de Masson.

A anslise microscopica das ldminas foi minuciosa, buscando-se as seguintes

altera¢es morfologicas:
- Fibrose portal
- Formagiio de septos fibrosos porta-porta e/ou porta-centro
- Proliferagiio ductal portal e/ou septal

- Presenca de nédulos regenerativos

- Colangite

Material e Mérodos
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Todas estas foram ainda semi-quantificadas em ausente (-), leve (+), moderada

(++) ¢ intensa (+++).

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Para os testes estatisticos utilizados, adotou-se o nivel de significdncia de 5%.
Para comparagé@o das variaveis entre os grupos foi aplicade o teste de Mann-Whitney. Na
comparacéio das medidas iniciais e finais, em cada grupo, foi utilizado o teste de Wilcoxon

para amostras relacionadas (CONOVER, 1971).
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4. RESULTADOS



4.1. EVOLUCAO DOS ANIMAIS NOS DIVERSOS GRUPOS

GRUPO OPERACAO SIMULADA (0S) — Tiveram evolugdo satisfatoria,

sem constatacio de ébito (n=9).

GRUPO OBSTRUCAQ BILIAR (OB) - Dos 47 animais submetidos a
obstrugdo do ducto biliar, 15 (32%) foram eliminados do experimento: 8 ratos morreram
antes dos 30 dias (17%) e em 7 nélo se caracterizaram os sinais clinicos de obstrugdo biliar
(15%), sendo considerada falha da técnica: por erro na fixacdo do cateter, em 4, e ruptura do
ducto biliar, em 3 animais. Desta maneira, apenas 32 animais foram submetidos & avaliacio

pds-operatoria.

GRUPO CONTROLE (CO) — Evolugdo também satisfatéria (n = 7).

4.2. AVALIACAO POS-OPERATORIA

Entre os ratos em que a obstrugio biliar foi induzida, os primeiros sinais da
doenca foram constatados apos 12 h, através de coloraggo amarela da urina (coluria) e fezes
esbranquicadas (acolia fecal); apos 24h foi notada cor amarela das patas, orelhas e cauda

(ictericia).

Os valores médios do peso inicial ¢ final dos animais, mostra que 0s ratos do
grupo OB ndo ganharam peso, diferentemente dos animais do grupo OS e do grupo CO. O
peso individual de cada animal se encontra em tabelas anexas (Anexos 1, 2 € 3). As médias -

destes se encontram na tabela abaixo.

Fqr =

Tabela 1: Peso médio inicial e final dos animais do grupo OB, OS e CO

Grupos de animais média do peso inicial média do peso finat
grupo OB 300g 304¢
grupo OS 298g 345¢
Grupo CO 315g 343g
Resultados
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4.3. ANALISE MACROSCOPICA DA CAVIDADE ABDOMINAL

Apés a laparotomia, verificou-se que em todos os animais submetidos a

obstrucdo biliar, o cateter foi encontrado com facilidade no local onde foi fixado.

Apés a coleta de sangue para as dosagens bioquimicas, foi feita a avalia¢do da
dilatagdo do ducto hepético, tendo sido constatado que todos os animais apresentaram
expressivo aumento na medida de seu maior eixo, que variou de 2,0 a 8,5cm, com mediana

de 4,5cm (Figura 7, Anexo 6).

A presenca de ascite foi constatada em trés animais, sendo que esses animais

apresentaram ruptura do ducto biliar.

Em todos os animais com obstrugdo biliar o figado mostrou-se palido,

endurecido e com micronddulos regularmente distribuidos pelo parénquima.

Figura 7: Ducto hepatico intensamente dilatado (seta)

Resultados
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4.4. AVALIACAO BIOQUIMICA DO SANGUE
4.4.1. Alanina aminotransferase (ALT)

Os resultados mostraram aumentos significativos de ALT nos ratos do grupo
OB, quando comparados aos do grupos OS. No grupo OB a mediana foi de 157U/1 ¢ no
grupo OS 46 U/L (Figura 8, Anexos 4 ¢ 5).
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Figura 8: Representagio dos valores séricos da ALT (U/l) entre os ratos submetidos a
operagio simulada (grupo OS) ¢ ratos com obstrucdo biliar (grupo OB)
(p= 0,0001)
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4.4.2. Aspartato aminotransferase (AST)

Aumentos significativos de AST foram detectados nos ratos com obstrucdo
biliar (grupo OB) quando comparados aos valores do grupo 0S. No grupo OB a mediana foi
de 432 U/l e no grupo OS 140 U/l (Figura 9, Anexos 4 e 5).
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Figura 9: Representagdo dos valores séricos da AST (U/1) entre os ratos submetidos &
operagio simulada (grupo OS) e ratos com obstrugdo biliar (grupo OB}
(p=0,0001)
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4.4.3. Gama-glutamiltransferase (GGT)

Dosagens séricas da GGT foram obtidas em 31 casos do grupo OB, onde
aumentos significativos foram observados, quando comparados aos do grupo OS. A mediana

do grupo OB foi de 55 U/l e no grupo OS 1,0 w! (Figura 10; Anexos 4 € 5).

450
4002
350 1
300—-
250 —
u/t -
200
150;
100 —

50 1

Figura 10: Representacio dos valores séricos da GGT (U/1) entre os ratos submetidos a
operagio simulada (grupo OS) e ratos com obstrucio biliar (grupo OB)
(p=0,0004) '
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4.4.4. Fosfatase alcalina (FA)

Qs valores expressos em mediana mostram aumentos significativos nos ratos
obstruidos (grupo OB), quando comparados aos do grupo 0S. A mediana no grupo OB foi
de 524u/l e no grupo OS 94 wl. (Figura 11; Anexos 4 ¢ 5).
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Figura 11: Representagio dos valores séricos da FA (U/1) entre os ratos submetidos a
operagfio simulada (grupo 0S) e ratos com obstrugdo biliar (grupo (OB)

(p=0,0001)
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4.4.5. Proteinas totais (PT)

Nizo houve diferenca significativa entre os valores de proteinas totais (PT), ao se

comparar os valores dos grupos OS ¢ OB. (Figura 12; Anexos 4 € 5).
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Figura 12: Representagdo dos valores séricos das proteinas totais entre ratos submetidos a
operagdo simulada (grupo 0S) e ratos com obstrugdo biliar (grupo OB)
(p=0,5352)
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4.4.6. Albumina (ALB)

Os valores expressos em mediana e indice de variago para ALB (em g/dl)
mostraram redugo entre os animais com obstrugéo (grupe OB) quando comparados aos dos
grupo OS. A mediana do grupo OB foi de 2,36 g/dl e no grupo OS 3,06 g/dl. (Figura 13;
Anexos 4 e 5).
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Figura 13: Representago dos valores séricos de albumina (g/dl) entre os ratos submetidos a
operagio simulada (grupo OS) ¢ ratos com obstrugdio biliar (grupo OB)
(p=0,0001)
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4.4.7. Bilirrubina total (BT)

Nos ratos do grupo OB ocorreu aumento significativo nos valores de BT, com
valor minimo de 0,70 mg/dl e valor méximo de 15 mg/dl, com mediana de grupo OB de

8,30 mg/dl e do grupo OS de 0,19 mg/dl. (Figura 14; Anexos 4 e 5).
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Figura 14: Representagao dos valores séricos de BT entre os ratos submetidos a operagéo

simulada (grupo OS) e ratos com obstrugéo bitiar (grupo OB) (p=0,0001)
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4.4.8. Bilirrubina direta (BD)

Nos ratos do grupo OB foi constatado aumento significativo nos valores das
dosagens séricas das bilirrubinas diretas (BD), expressos em mg/dl, quando comparados aos
valores do grupo OS. Grupo OB: mediana de 7,4 mg/dl; grupo 0S: mediana de 0,42 mg/dl.
(Figura 15; Anexos 4 e 3).

14+

Figura 15: Representagio dos valores séricos de BD entre 0s ratos sbmetidos a operagdo

simulada (grupo OS) e ratos com obstrugo biliar (grupo OB) (p=0,0010)

Resultados

33



4.4.9. Bilirrubina indireta (BI)

Em apenas 7 ratos do grupo OB ¢ 7 do grupo OS esses valores foram obtidos
(valores expressos em mg/dl). Comparando-se 0s grupos, notamos aumento significativo dos
valores entre os ratos obstruidos. grupo OB: mediana de 2,26 mg/dl; grupo OS: mediana de

0,03 mg/dl. (Figura 16; Anexos 4¢e5).
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Figura 16; Representagio dos valores séricos de BI entre os ratos submetidos & operagao

simulada (grupo OS) e ratos com obstru¢io biliar (grupo OB) (p=0,0010)
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4.5. ANALISE HISTOLOGICA DO FiGADO

A avaliagiio histologica do figado dos 32 ratos do grupo OB mostrou graus
varidveis de fibrose portal, proliferagdo de ductos € formagdo de septos fibrosos. Estas
alteragdes histologicas niio foram observadas nos figados dos animais do grupo CO e grupo
OS (Tabela 2).

Tabela 2: Alteragdes histologicas semi-quantificadas observadas nos ratos submetidos a

obstrugdo biliar (grupo OB)

Rato  Fibrose portal  Septos Proliferacio ductal ~ Nédulos Colangite

et b b
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Legenda: (-) = ausente; (+) = leve; (++) = moderada; (++) = intensa
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4.5.1. Fibrose portal

Esta foi observada em 31 ratos (96,9%) estando ausente em apenas 1 animal
(3,1%) (Figura 17; Tabela 3). Foi considerada moderada em 7 ratos (21,9%) e leve em 24

(75% — Figuras 18 e 19). Em nenhum caso constatou-se fibrose portal intensa.
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Figura 17: Grafico representativo dos valores percentuais de fibrose portal observada nos

casos do grupo OB
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Figura 18: (H-E - 200X) e Figura 19: (tricrémio de Masson - 200X): Fibrose portal leve.
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4.5.2. Septos fibrosos

Estes se desenvolveram em 30 ratos do grupo OB (93,8%) (Figura 20; Tabela 3).
Em 9 ratos esta proliferagdo foi considerada intensa (28,2%), em 19 ratos, moderada (59,4%
— Figura 21) e em 2 ratos leve (6,2%). Somente 2 ratos (6,2%) ndo exibiram formagdo de

septos fibrosos.
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Figura 20: Grafico representativo dos valores percentuais de septos fibrosos presentes nos

casos do grupo OB
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4.5.3. Proliferacdo de ductos biliares

Esta foi observada em todos os casos do grupo OB (Figura 22; Tabela 3), tendo
sido graduada como intensa em 26 casos (81,3% - Figura 23) e moderada em 6 ( 18.7%); ndo

foi constatado nenhum caso com grau leve ou auséncia de proliferagéo de ductos.
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Figura 22: Grafico representativo dos valores percentuais de proliferagdo de ductos biliares

observada nos caso do grupo OB
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Figura 23: Intensa proliferagdo ductular portal e septal. (tricromio de Masson - 200X)
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4.5.4. Presenca de nodulos regenerativos

Em 22 (68,7 %) dos ratos do grupo OB observaram-se nddulos regenerativos
envoltos por septos fibrosos (Figura 25). Estes eram muito numerosos (intensa quantidade)
em 6 ratos (18,1%); havia moderada quantidade em 9 ratos (28,1%) e esparsos (quantidade
leve) em 7 ratos (21,9%). Em 10 ratos (31,3%) ndo houve formacdo de nddulos (Figura

24; Tabela 3).
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Figura 24: Grafico representativo dos valores percentuais dos nodulos regenerativos

presentes nos casos do grupo OB%
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Figura 25: Notar um nodulo regenerativo totalmente envolto por septos fibrosos, na

espessura dos quais ha moderada proliferagdo ductular. (tricrdmio de Masson -

100X)
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4.5.5. Colangite

Esta foi observada em 22 casos (68,4%) (Figura 26; Tabela 3), sendo leve e
focal na maioria dos casos - 19 ratos (59,4%), e moderada em apenas 3 ratos (9.4 %); em

nenhum caso foi de grau intenso e em 10 ratos (31,2%) esteve ausente.
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Figura 26: Gréfico representativo dos valores percentuais de colangite presentes nos casos

do grupo OB
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5. DISCUSSAO



A cirrose biliar experimentalmente desenvolvida em animais sofre a influéncia
de véarios fatores relacionados com sua indugfo, incluindo a espécie animal utilizada. Varias
espécies de animais ja foram utilizadas, sendo o cfio e o rato os animais mais indicados para
esse tipo de experimento (KOCK-WESER er al, 1952; OHLSSON er al, 1970;
KOUNTOURAS et al., 1984; BOMZOM et al., 1986; DIAMOND et al., 1990; CASTRO E
SILVA JR. et al., 1998). No nosso experimento, utilizamos ratos machos da linhagem
Wistar, devido a maior disponibilidade destes animais pelo Biotério Central da UNICAMP,

pelo ficil manuseio e por seu pequeno porte.

Virios siio os modelos experimentais descritos na literatura, desenvolvidos com
a finalidade de se estudar a fibrose e a cirrose biliar por obstrugio do ducto hepatico. Alguns
com sucesso na inducdio, porém sem muito sucesso na intensidade e duragdo da doenca.
Neste sentido, varios estudos foram desenvolvidos com o objetivo de tentar solucionar as
principais causas do insucesso de alguns modelos (KOCK-WESER er al., 1952; TRAMS &
SYMEONIDIS, 1957; KOUNTOURAS ef al., 1984; HOLMERG, HEDERSTROM, IHSE,
1985; CASTRO E SILVA JR. & MAZZETO, 1991).

Os modelos experimentais mais citados na literatura para a obtencdo de
obstrugéo biliar, baseiam-se na interrupgéo do fluxo biliar do figado para o duodeno, através
de ligadura do ducto biliar com fio nfo absorvivel, e se desenvolvem com ratos. Estes
métodos incluem tanto ligadura simples do ducto biliar (KOCK-WESER et al., 1952;
TRAMS & SYMMEONIDIS, 1957), ligadura dupla com canulizagio do ducto biliar
(ACCATINO ef al., 1979; KOUNTOURAS et al., 1984), ligadura e enovelamento continuo
do ducto biliar (CASTRO E SILVA JR. et al., 1998), ou ainda ligadura dupla ¢ transeccho
do ducto biliar (KOCK-WESER ef al., 1952; KOUNTOURAS ez al., 1984). No céo,
preconiza-se a ligadura com fios inabsorviveis, distalmente ao Gltimo ducto lobar (préximo
ao duodeno), seguida de colecistectomia. (KOYAMA et al., 1981; BOSCH et al., 1983;
WILLEMS, VILLENEUVE, HUET, 1986.)

De maneira geral, o desenvolvimento, a gravidade e a extensio das alteragBes
morfolégicas dependem da espécie animal, do grau, da duragdo, do local e do método
empregado para a obstrugdo biliar, podendo ainda haver influéncia da idade dos animais
(KOCK-WESER ez al, 1952; OHLSSON et al, 1970; KOUNTOURAS ef al., 1984;
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BOMZON et al., 1986; MEDEIROS et al., 1988; DIAMOND et al., 1990; ZIMMERMANN
et al., 1992; ZIMMERMANN et al., 1994).

MEDEIROS et al. {1988) estudaram a influéncia da idade na indu¢do da cirrose
biliar em ratos. Obtiveram resultados diferentes na analise morfoldgica de ratos jovens,
adultos e velhos; constatando que a presenca de nddulos foi intensa nos animais jovens, néo

ocorrendo em animais adultos e velhos.

O nosso estudo foi realizado com animais adultos (12 semanas), com obtengéo
de obstrugfio biliar clinicamente detectada em 40 dos 47 animais inicialmente submetidos a
obstrugio biliar (85% dos sobreviventes) e desenvolvimento de nédulos regenerativos em
68,7% dos 32 que permaneceram no grupo OB. Nossos resultados foram semelhantes aos
obtidos por KOUNTOURAS et al. (1984), MAZZETO & CASTRO E SILVA JR. (1989),
MELZER et al. (1992); SANTOS (1993); SANTOS et al. (1998).

O peso inicial dos ratos do grupo OB (média de 300 g) foi semelhante aos do
grupo OS (298 g) e do grupo CO (315 g), estando de acordo com a idade dos animais (12
semanas). Estes foram considerados, portanto, em adequado estado nutricional. Apesar de
ter sido detectado certo grau de anorexia ap6s a obstrugfio biliar, o que também foi
observado por TRAMS & SYMEONIDIS (1957), nfio houve redugéo do peso dos ratos apés
1 més de estudo, com manutenggio de seu peso médio (304 g). Ou seja, o estado nutricional
dos ratos do grupo OB se manteve bom durante todo o experimento, ndo tendo,

aparentemente, influenciado negativamente na evolucdo clinica dos animais.

Dois fatores sio muito importantes no insucesso da indugfo de obstrugfo biliar:
o grande mimero de morte dos animais nas duas primeiras semanas e o processo de
recanalizagio que geralmente ocorre no ducto biliar (CAMERON & HASAN, 1958;
HOLMBERG ef al., 1985; CASTRO E SILVA JR. et al., 1998).

Desenvolvemos um modelo experimental alternativo, que provocou a
interrupgio do fluxo bileo-duodenal, com total octusio das vias biliares, porém sem lesio

ductal, nfio sendo realizada ligadura, canulizagdo ou ressecgdo das vias biliares.
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Com a utilizagdo deste modelo de tracéio do ducto biliar, obtivemos sobrevida de
100% nas duas primeiras semanas e de 83% em 4 semanas. Este substancial aumento da
sobrevida estd, portanto, relacionado aos procedimentos cirtrgicos adotados, os quais foram
simplificados a0 maximo. O procedimento cirlirgico simples, por nfo promover grande
manuseio das vias biliares, evita a lesdo ductal, bem como sangramentos ¢ lesdo de outros
orgdos, que sfo consideradas as principais causas de mortalidade nas duas primeiras
semanas (CAMERON & HASAN, 1958; CASTRO E SILVA JR. et al., 1998). O tempo de

duragfo do ato operatério também foi pequeno: maximo de 15 min.

Outro procedimento muito importante adotado, foi a redugfio da incisdo de
laparotomia (cerca 1,5 cm), favorecendo a cicatrizagfo, evitando sangramentos e diminuindo

o risco de infecgdes.

A maioria dos procedimentos operatdrios relatados em animais de pequeno porte
despreza cuidados de assepsia (SANTOS, 1993; SANTOS er al., 1998). No nosso
experimento, no entanto, cuidados especiais de assepsia foram observados, durante todo o
procedimento cirurgico. E apds o término do ato operatério, 0s animais tiveram toda a
parede abdominal limpa com solugio fisiologica 0,9%. (£ importante uma adequada
avaliacdo da incisfo nas primeiras horas pois, na ocorréncia de eventual deiscéncia, os

animais passam a se “limpar” e os pontos tendem a se soltar).

Nos experimentos citados na literatura, a anestesia geralmente € feita mediante a
administraciio de éter por via inalatoria (MELZER er al., 1992; SANTOS, 1993; SANTOS
et al, 1998) ou pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso) injetado na cavidade peritonial
(ZIMMERMANN et al., 1992). No nosso trabalho, o éter por via inalatoria foi o anestésico
utilizado, devido ao tempo de duragdio do procedimento ser de 12 a 15, nfo havendo

necessidade de se manter ¢ animal anestesiado por muito tempo.

Durante o procedimento cirfirgico, o afastamento da borda inferior do figado e a
tragdo antero-caudal da alca duodenal geralmente expdem as estruturas biliares (SANTOS,
1993; SANTOS et al., 1998). Realizamos este procedimento com o auxilio de uma haste
flexivel de algoddo e gaze cirdrgica, o que evitou sangramentos sendo, portanto, outro fator

relacionado 4 diminui¢do do nlimero de morte dos animais.
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Na maioria das vezes, os métodos descritos na literatura promovem o isolamento
do ducto biliar através de pinga angulada de dissecgdo fina (SANTOS, 1993; SANTOS ef
al., 1998). No nosso estudo utilizamos a pinga angulada de dissecc@o para reparar o ducto
biliar, com um fio de polipropileno 4-0. Em seguida o ducto biliar foi isolado e dissecado
com pinga de Bakes ¢ haste flexivel de algoddo. Este procedimento, além de ser menos
traurnatico, € mais rapido 'e ndo causa danos 3 artéria hepética, 4 veia porta ou ao canal

pancreatico.

Outro fator muito discutido no insucesso das técnicas de indugio da obstrugéo
do ducto hepitico, seja com ligadura simples e tinica, ou ligadura dupla com ou sem secgéo
da via biliar, é a ocorréncia de recanalizagio (KOUNTOURAS er al., 1984; CASTRO E
SILVA IR et al, 1998).

O procedimento de recanalizagBo pode ocorrer pela invaginagfio do ducto
hepatico, localizado abaixo do local da ligadura para a parte dilatada da via biliar (TRAMS
& SYMEONIDIS, 1957), ou pode se dar ainda pela proliferacfio do epitélio biliar do ducto
hepético abaixo da ligadura, alcangando, com o passar do tempo, a porgdo proximal dilatada
da via biliar (WRIGTH & BRAITHWAITE, 1962).

CASTRO E SILVA JR. ef al. (1998) aventaram a possibilidade de que a
permeabilidade do ducto biliar ligado pudesse ocorrer devido a associagdo dos dois
mecanismos acima, ou em decorréncia de outros fatores ainda nfo esclarecidos. Para se
evitar o0 processo de recanalizagdo da via biliar ligada, concluiram que seria necessario se
interpor algum material protético, o qual ficaria entre a porglo sacular distendida do ducto
hepatico (acima) e a parte nfio dilatada (abaixo). Desta maneira, idealizaram dois métodos
para a indugdo experimental da colestase exira-hepética: obstrugdo do ducto biliar por
enovelamento, e obstrugiio por prétese de silicone. Seus resultados foram satisfatérios,
conseguindo evitar o fendmeno de recamalizacdo. No entanto, o insucesso continuou
relacionado ao grande nimero de morte dos animais nas duas primeiras semanas. Para tentar
aumentar esta sobrevida, nos animais submetidos a obstrugfio biliar por 5 semanas,
introduziram tratamento sub-cutineo com vitamina K, visando a diminuicdo de

sangramento, com o que conseguiram sobrevida de 50% a 80%.
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O modelo de KOUNTOURAS ef al. (1984) combinou sec¢do, ligadura do ducto
biliar distal e introdugdo de um cateter de polietileno com didmetro interno de 0,2 mm no
coto proximal, com ligaduras que englobam as duas estruturas. Em seguida o fluxo biliar foi
observado por 10", confirmando-se a permeabilidade do cateter, o qual € entdo amarrado ¢
alocado no tecido subcutineo. Este método teve a vantagem da obtengdo de fornecer
amostra de bile para analise, além de facilitar o restabelecimento do fluxo biliar. Neste
modelo, a citrose biliar se desenvolveu com 4 semanas de obstrucfio, resultado semelhante
a0 obtido com ligadura dupla seguida de sec¢fio do ducto biliar por KOUNTOURAS e dl.
(1984).

Outra alternativa de obstrugfo exirinseca do ducto biliar foil a proposta por
POSNER et al (1990), onde o ducto biliar foi isolado e enlagado com umma fita vascular de 2
mm de largura. Em seguida, as duas extremidades da fita foram exteriorizadas ¢ fixadas &
parede abdominal. O tempo do estudo foi de 10 dias, com boa sobrevida neste periodo. Os
resultados bioquimicos foram similares aos obtidos com métodos convencionais, nio

havendo mengao is alteragdes histolégicas hepaticas.

Este método, no entanto, propicion maior fragilidade do ducto biliar, o qual pode

se romper apos algum tempo.

No desenvolvimento do nosso modelo experimental, concordamos com a
utilizagio de um material protético, o qual se manteve entre a por¢do sacular distendida do
ducto hepético (acima) e a parte nfio dilatada (abaixo) (CASTRO E SILVA JR. ef al., 1998)
¢ com a técnica de POSNER er al. (1990), onde o ducto hepético € enlagado e ndo ligado ou
seccionado. A diferenca do nosso modelo, no entanto, estd na metodologia empregada. Ao
promovermos a tragio do ducto hepético até o apéndice xiféide, que foi enlagado no cateter,
provocamos uma angulagfio acentuada, produzindo um afastamento significativo entre as
porgdes proximal e distal do ducto hepético, dificuitando o processo de recanalizagdo. No
entanto, caso houvesse interesse em se estudar o processso de desobstrugfio, este método
também o permitiria, pois o cateter podera ser retirado facilmente € o ducto biliar deixaré de
sofrer tragdo. A oclusio da via biliar serd aliviada e, dependendo do seu grau ou tempo,

podera até desaparecer.
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Com o desenvolvimento do nosso modelo, sinais clinicos de obstrugdo biliar
foram constatados em 85% dos 47 ratos inicialmente submetidos & obstrucfio biliar, o que
pode ser comparado com outras técnicas que promovem a ligadura do ducto biliar, seguida
de transeccio, ressec¢do ou enovelamento, levando a cirrose biliar secundaria em 50 a 80%
dos ratos sobreviventes (KOUNTOURAS et al., 1984; MELZER et al., 1992; SANTOS,
1993; CASTRO E SILVA JR. ef al., 1998).

Com a presente técnica de obstrucio do ducto biliar, as alterages bioquimicas
observadas foram mais acentuadas do que muitas das descritas na literatura para cinco ou
mais semanas de observacio (TRAMS & SYMEONIDIS, 1957; CAMERON & HASAN,
1958; JOHNSTONE & LEE, 1976; FRANCO er al, 1979; KOUNTOURAS,
SCHEUER,BILLING,1985; ZIMMERMANN et al., 1992) e semelhantes as obtidas por
KOUNTOURAS et al. (1984) e SANTOS (1993).

Na colestase extra-hepética, a hiperbilirrubinemia conjugada, isoladamente, €
alteracdo classica (WEISS ef al., 1983; SOARES, 1991). Entretanto, com a manutengéo da
obstrucdio biliar prolongada, danos funcionais nos hepatdcitos, acabam levando a elevagéo
tambeém da bilirrubina ndo conjugada (POPPER & SCHAFFNER, 1970), produzindo um
quadro de hiperbilirrubinemia mista.

Os mecanismos que explicam a regurgitagdo dos constituintes biliares do
compariimento biliar para a cormrente sangiiinea sdo especulativos (DESMET, 1994;
WEINBREN, HADIJIS, BLUMGART, 1985). E provavel que inicialmente ocorra
regurgitagdo bileo-linfitica e, 4 medida que a pressfio aumenta nos ductos biliares, acaba
havendo também regurgitagio bileo-venosa. Além deste escape intercelular, ¢ também
citada uma regurgitagfio trans-hepatocitica, mediante inversdio da polaridade -secretora dos
hepatocitos (DESMET, 1994; WEINBREN et al., 1985). Por fim, na vigéneia de canaliculos
dilatados, com presenca de trombos de bile em seu interior, pode ainda ocorrer ruptura

destes para os sinuséides, com necrose dos hepatocitos circunjacentes.

No presente trabalho, ao final de 30 dias de obstrugZo biliar, os valores séricos
de bilirrubinas totais variaram de 0,07 a 15,0 mg/dl (mediana de 8,38 ); a bilirrubina
conjugada variou de 5,3 a 7,2 mg/dl (mediana de 7,38 ) e a bilirrubina nfo conjugada de 1,6
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a 3,2 mg/dl (mediana de 2,26). Em 4 ratos, os valores séricos de bilirrubina total mostraram
aumento pouco significativo ou se mantiveram normais, quando comparados aos outros
animais deste mesmo grupo. No entanto, estes ratos apresentaram dilatagdo do ducto
hepético, aumento do volume do figado e alteragdes histologicas significativas, com
presenca de moderada quantidade de nodulos regenerativos. Excetuando-se estes animais, os
valores de bilirrubina total observados no nosso experimento foram semelhantes, ou até
superiores, aos citados na literatura (EDLUND, 1948; TRAMS & SYMEONIDIS, 1957;
CAMERON & HASAN, 1958, FRANCO et al., 1979; KOUNTOURAS er al., 1984;
ZIMMERMANN ef al., 1992).

O aumento da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato ammotransferase
(AST) ¢é atribuido a lesdo ou destruicdo de tecidos ricos em aminotransferases, ou a
alteracbes na permeabilidade da membrana celular que permitam a sua liberagdo para a
comrente sangiiinea (ABBRUZZESE & JEFFERY, 1969; VITAL et al., 1982,
PATWARDHAN, SMITH, FARMELANT, 1987).

VITAL et al. (1982), em trabalhos experimentais também em ratos, verificaram
que na obstrucio biliar extra-hepatica aguda, em fungfio do aumento abrupto da presséo
intra-canalicular, ocorreram alteracdes ultra-estruturais e aumento da permeabilidade das
jungdes inter-hepatocelulares o que, eventualmente, poderia explicar o escape das
aminotransferases para o sangue. A queda dos niveis séricos das aminotransferases, a
despeito da manutengfio da obstrugfio biliar, pode decorrer da reducdo da concentragio
dessas enzimas nos hepatocitos (ARONSEN, 1961) ou pela diminuigiio da pressdo

intracanalicular,

Os nosso experimento, apos 4 semanas de obstruggio biliar, os valores da ALT
variaram de 88 a 430 w! (mediana de 157) ¢, da AST, de 172 a 1042 v/l (mediana de 432),
valores estes, portanto, superiores aos encontrados por ABBRUZZESE & JEFFERY (1969),
VITAL et al. (1982); REICHEN ef al. (1988) ¢ KRAHENBUHL, STUCKI, REICHEN
(1992), ¢ que sugerem a persisténcia da obstrugdo biliar, com aumento da pressio

intracanalicular.
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Os niveis séricos da fosfatase alcalina apresentam pico maximo apds 1 dia de
inducdo da obstrucdo biliar extra-hepatica, com diminuigdo nos dias subseqiientes, €
estabilizacfio dos valores no 7° dia da obstrucio (KAPLAN & RIGHETTI, 1970; VITAL et
al., 1982; HATOFF er al., 1985; PAHWARDAN, SMITH, FARMELANT ef al., 1987,
CASTRO E SILVA JR. & MAZZETO, 1991). KAPLAN & RIGHETTI (1970);
WOOTTON, NEALE, MOSS (1977) e HATOFF et al., (1985), demostraram que 12 a24 h
apés a indugfo da colestase havia aumento da sintese dessa enzima pelos hepatécitos, com
diminui¢do dos niveis séricos a partir do 2° dia de colestase. Os valores séricos encontrados
a partir deste periodo teriam origem predominantemente no epitélio biliar (KAPLAN,
KANEL, SINGER, 1979; SLOTT, LIU, TAVOLONI, 1990).

No nosso experimento, os valores de fosfatase alcalina variaram de 117u/1a 717
w/], com mediana de 524 w1, sendo superiores aos encontrados por CAMERON & HASAN
(1958); FRANCO ef al. (1979); ZIMMERMANN et al. (1992) e CASTRO E SILVA JR. &
MAZZETO (1991).

A clevagiio dos niveis de gama-glutamiltransferase (GGT) € observada quase
que exclusivamente em doengas do figado, ductos biliares e péancreas, costumando ser
expressiva nas colestases. Esta elevagio ndo permite, no entanto, diferenciagéio etiologica
entre obstrucfio biliar extra e intra-hepética (SZASZ, 1969). Em pacientes anictérios, a
determinagdo da GGT tem grande valor (RUTEMBERG, GOLDBARG, PINEDA, 1963).
Nas doencas hépato-biliares, as atividades da FA e GGT estéo sujeitas a mudangas, sendo
que a atividade da GGT &, de longe, a mais sensivel (GIBINSKI, SZATON, MARASZEK,
1963; WILLEANDT et al., 1993).

Em nosso estudo obtiveros alguns valores muito elevados de GGT nos grupos
que sofreram obstrugfio biliar, quando comparados ao grupo controle, com uma ampla
variacio de 2 a 404 v/l (mediana de 55 wl).

A sintese hepstica normal de proteinas depende do suprimento adequado de
nutrientes e da integridade orgénica para a sintese. De acordo com ARONSEN (1961), na
obstrucio biliar crénica, os animais alimentam-se menos, a absorgdo € provavelmente
alterada pela auséneia de bile no intestino e ha Jesfio dos hepatécitos, justificando a redugéo
da sintese de albumina. Esse fendmeno também poderia justificar o aumento das gama-

globulinas.
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No nosso experimento, houve redugfo significativa da albumina, com tendéncia
4 elevagiio das proteinas totais nos ratos com obstrugdio biliar (grupo OB), quando

comparados aos ratos submetidos a operagio simulada (grupo OS).

Na obstrugdo biliar mantida a ascite se desenvolve, provavelmente, por
hipertensdo portal e hipoalbuminemia (ARONSEN, 1961). Sé trés animais com obstrugio
biliar usados neste experimento apresentaram ascite, diferindo dos resultados obtidos por
CAMERON & HASAN (1958); KOUNTOURAS et al. (1984) e SANTOS (1993), para os
quais a ascite ocorreu em todos os animais estudados. Para o mesmo periodo de observagio
de ratos com obstrugdo biliar, TRAMS & SYMEONIDIS (1957); REICHEN er al. (1987);
KRAHENBUHL et al. (1992) e ZIMMERMANN et al. (1992), nfo fazem mengdio quanto

ao desenvolvimento ou nfo de ascite.

Embora as operagdes nas vias biliares sejam reconhecidas como fator de risco
potencial para o desenvolvimento de colangite (GOLDMAN et «l., 1983), no nosso
experimento esta foi leve, (59,4%), o que coincide com as observagdes de
MOSCHCOWITZ (1952); JOHNSTONE & LEE (1976); KONTOURAS ef al. (1984) ¢
SANTOS (1993).

Todos 0s ammais submetidos & obstrugéio biliar apresentaram dilatac8o do ducto
biliar, com medida do maior eixo variando de 2,0 cm a 8,5 cm. Seu contetido tinha aspecto
heterogéneo ou era liquido, do tipo seroso, esverdeado ou hemorrigico ou ainda viscoso,
amarelo-esbranquicado, contendo grumos, como descrito por TRAMS & SYMEONIDIS
(1957) e CAMERON & HASAN (1958).

As alteragGes estruturais do figado decorrentes da obstrugédo biliar cronica, nem
sempre evoluem para a cirrose biliar verdadeira, a qual ndo ¢ fregiiente (GIBSON &
ROBERTSON, 1939).

Na colestase mantida, varios sio os fatores que podem ser lesivos aos

hepatdcitos:

1. A retencdo de 4cidos biliares, lecitina e bilirrubinas, na dependéncia da

velocidade o fluxo biliar, podem refluir para o interior dos hepatdcitos, com efeitos toxicos
ao meio intracelular (HOU, REES, SHOTLANDER, 1962; POPPER & SCHAFFNER,
1970; PHILLIPS, POUCELL, ODA, 1986).
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2. A gueda do fluxo portal, a qual foi demonstrada por MATHIEU et al. (1988),
sendo atribuida 3 dilatagdo intra-hepatica dos diciulos biliares, com compressdo das vénulas
portais, principalmente quando j& em regime de baixa pressiio (BERGAN, ENGE, HALL,
1974; SOARES, 1991).

3. A isquemia funcional, descrita por BUCKBERG (1977), CASTRO E SILVA
JR. et al. (1988) e ROSELINO et al. (1989). Estes autores sugeriram que na colestase extra-
hepética existiria um desequilibrio entre o suprimento energético, conseqiiente 4 queda do
fluxo sangiiineo portal ¢ & alta demanda energética hepatica induzida pela sobrecarga de
trabalho, na vigéncia da obstrugiio biliar (DUBIN & PETERSON, 1958), levando o

hepatdcito a um estado de isquemia funcional

Em muitas publicacdes, as alteragdes histologicas do figado, consideradas como
responsdveis pela hipertensio portal, com eventual esplenomegalia esclero-congestiva, nio
s8o detalhadas e nfio é possivel se ter a certeza de que se trate de cirrose biliar verdadeira,
bem como nfic se especificam quais seriam as alteragSes morfolégicas que configurariam

aquela situagdio tida como irreversivel (WEINBREN e al., 1985).

Em outras vezes, as alteracOes hepaticas atribuidas a cirrose biliar secundaria,
claramente ndio a representam, pois ha descricdo e ilustragio da manutencéo das relagOes
enire o espago porta e a veia hepatica terminal (CAMERON & BUNTON, 1960;
WEINBREN ef al., 1985).

Nestas situaces, o termo mais apropriado seria “fibrose biliar”, embora este ndo
conterple todo o espectro da transformaciio que ocorre no parénquima hepético (POPPER,
1970; DESMET, 1994; WEINBREN ef al., 1985).

WEINBREN ef al. (1985) definem “fibrose biliar” como um guadro histolégico
caracterizado por alargamento dos espagos-porta (duas ou mais vezes seu didmetro normal),
com predominio de colégeno em sua composicfio, tendo ainda proliferagdo ductular,
infiltrado inflamatério misto e preservacdo das relagdes vasculares entre o espago porta e a

veia hepética terminal.
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O diagndstico definitivo de cirrose biliar secundéria s6 deve ser feito quando da
presenca de alteragdes estruturais bem definidas, tais como: degeneragio parenquimatosa,
fibrose e regeneracdo nodular (GILBSON & ROBERTSON, 1939). De acordo com
WEINBREN e¢f al. (1985), a terminologia “nddulo” também faria referéncias a mudangas no
padriio normal das relagGes vasculares entre os ramos da veia hepética terminal e o espaco-
porta o que, e acordo com ANTHONY ef al. (1978), seria fundamental para o diagnéstico de

cirrose biliar.

Em relacdo a proliferagdo ductal, sempre presente nos casos de obstrugéo biliar
extra-hepatica, a irritagio quimica ¢ aventada como fator estimulante, sendo que os efeitos
patologicos seriam iniciados pela presenca de altas concentracdes de sais biliares em contato
com a membrana canalicular (SCHAFFNER ef al., 1971). Para BUYSSENS (1965), a
proliferagdo ductal foi atribuida a fatores intraluminares, sobretudo a0 aumento da pressio

nos ductos biliares, ou ainda a fatores intersticiais decorrentes da morte de hepatécitos.

SLOTT et al. (1990) demonstraram, em ratos com obstrucio biliar extra-
hepdtica, que as células ductais proliferadas sdo origindrias do epitélio j& existente, € que
mantém suas caracteristicas. Os ductos biliares proliferam por alongamento e nfo por
brotamento ou alargamento, sendo o aumento da pressdo no ducto biliar o principal fator

desencadeante para a divisdo das células ductais.

Para VAN EYKEN, SCIOT, DESMET (1988), ndo haveria metaplasia ductular
dos hepatécitos, ou uma célula matriz para o crescimento do epitélio biliar em alguma parte
do ducto ou no tecido conjuntivo do espago-portal, como aventado por CARRUTHERS,
KALIFAT, STEINER (1962).

KOYAMA et al. (1975) observaram correlagio positiva entre a quantidade de
fibras de reticulina e células ductais proliferadas. A combinacfio destes achados, associada a
escassa necrose de células hepaticas, sugere que a causa da fibrose tenha relagdo com a

proliferacio ductal (POPPER & UDENFRIEND, 1970).
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As fibras de coldgeno do figado sfio separadas em 3 fragdes, de acordo com a
atividade metabolica. Em ordem decrescente de atividade metabélica, tem-se o coldgeno
solavel neutro, o colageno solivel 4cido e o mais estavel metabolicamente, que é o insolivel
(JACKSON, 1957; CASTRO E SILVA JR. ef al., 1998). De acordo com KOYAMA ¢t al.
(1975), essas fragdes representam 2,7%, 2,6% e 4,7% do coldgeno total do figado normal em

ratos.

KOYAMA et al. (1975) observaram que todas as fraghes- de coldgeno
aumentaram durante obstrugdo biliar extra-hepética em ratos, sendo que a quantidade de
coldgeno insoluvel aumenta uma vez ap6s duas semanas de obstrugdo, 3 vezes apds 3

semanas e mais de 6 vezes apds 4 semanas.

Na cirrose biliar do homem, além do depdsito do tecido fibroso, ha também
degeneracdo celular e regeneracdio, proliferagdo ductal, infiltrado inflamatdrio e conexdes
vasculares andmalas, mas a irreversibilidade esta relacionada com a permanéncia da fibrose.
Na cirrose humana, a concentragiio absoluta e relativa dos varios tipos de coligeno
modifica-se e a fibrose hepatica é muito heterogénea (ROJKIND & DUNN, 1979). Pode ser
composta predominantemente por fibras reticulinicas, como na cirrose da infincia ou em
alguns casos de cirrose alcodlica, em que nddulos de regeneracio pequenos estio presentes €
0s septos largos de tecido comjuntivo séio escassas ou ausentes (PEREZ-TAMAYO, 1958).
Por outro lado, a fibrose pode ser constituida por septos grossos ou finos, com fibras de
coldgeno hialino. Mais freqlientemente, entretanto, a fibrose na cirrose ¢ uma mistura

variavel da deposicfio excessiva de fibras reticulinicas e colagenas (POPPER, 1977).

As fibras de reticulina desaparecem, enquanto as fibras de coldgeno, que se

coram com o tricrémio de Masson, sZo permanentes (McDONALD & PECHET, 1961).

A irreversibilidade da fibrose ¢ geralmente associada ao aumento da fragdo
insolivel do coldgeno. A formagdo destas fibras € proeminente apdés 3 a 4 semanas de
obstrugo biliar em ratos (KOYAMA ez al., 1975); esses autores concluiram que esse seria o
ponto critico do estdgio da obstrugio biliar em que as mudangas fibrdticas do figado se
tornam irreversiveis. Referem ainda que tal fato é constante, j4 que a maioria dos ratos

apresenta cirrose biliar apds 3 a 4 semanas de obstrugéo.
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AlteracGes morfolégicas na cirrose biliar secundaria, com distor¢o da
arquitetura normal do figado, ocorre em aproximadamente 80% dos cées, apdés 6 a 7
semanas de obstru¢io biliar (WILLENS et al., 1986) ¢ em 50 a 80% dos ratos, apos 4
semanas de ligadura biliar (MELZER er al, 1992). As alteragbes morfologicas sio
semelhantes aquelas observadas na cirrose biliar humana (KOUNTOURAS, 1984;
WILLENS et al., 1986).

Apbs 10 dias de obstrugdo biliar em ratos, o espago-portal torna-se alargado pela
fibrose e proliferagio ductal, que na evolucdo invadem ¢ parénquima hepético, com

transformacfio nodular.

Na analise histoldgica dos ratos do grupo OB, a fibrose portal apresentou grau
leve e moderado em 96,9 % dos animais. A proliferacdo de ductos foi iniensa em 81,2 %. A
formacdo de septos apresentou grau moderado e intenso em 87,4 % e em 68,7 % das

biépsias analisadas constatou se formacdo de noédulos.

A estase biliar, comumente observada apds obstrucdo do ducto biliar, nfio foi
constatada no nosso trabatho. Nao houve acimulo de pigmento biliar (plug biliar) que €
clinicamente uma caracteristica de estase biliar. Esta auséncia € comum em algumas

espécies de animais, como no rato ( RIBEIRO, 1999).

A combinagio das alteracGes da arquitetura hepética, associada a presenga de
n6dulos de regeneracio difusamente distribuidos pelo parénqhima nos permite, portanto,
afirmarmos que no nosso experimento, obtivemos um quadro morfolégico definido como
“fibrose biliar secundaria” por McDONALD & PECHET (1961); JOHNSTONE & LEE,
(1976); FRANCO et al., (1979); WEINBREN ez al (1985) ¢ ZIMMERMANN er al. (1992)
ou de “cirrose atenuada”, como sugerido por CAMERON & PRASAD (1960); irreversivel,
no entanto, como sugerido por KOYAMA ef al., 1975.

Acreditamos que estes sejam também os achados histolégicos mais freqiientes
nos varios modelos descritos de obstrugéio biliar experimental. Porém, a falta de critérios
morfologicos na grande parte das publicagdes, dificulta uma acurada comparagfio entre os
nossos resultados e os demais. Concordamos com GIBSON & ROBERTSON (1939), que a

cirrose biliar secundéria seja mesmo rara.

Discussdo
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No presente modelo experimental de obstrucgo biliar, obtivemos a formagéo de
grande nimero de nddulos circundados por septos fibrosos, na espessura dos quais, havia
intensa proliferagéio ductal. Eventualmente, caso esses animais pudessem ser mantidos vivos

por mais tempo, a cirrose biliar secundaria pudesse ser observada.

Associando-se as alteracBes morfolégicas observadas, as clinicas e laboratoriais,
acreditamos termos desenvolvido um modelo experimental de obstrugdio biliar prético e
seguro, o qual contempla todas as prerrogativas como modelo ¢ que permite, ainda, eventual

bloqueio do processo em qualquer momento do experimento.
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6. CONCLUSOES



1. A tracfio do ducto hepatico, sem seccdo ou ligadura, e com fixagdo através do
apéndice xiféide com o auxilio de cateter, em ratos Wistar adultos promove, ao final de 30
dias, aumento significativo nas dosagens séricas de bilirrubinas totais (BD e BI),
aminotransferases (ALT e AST), fosfatase alcalina ¢ gama glutamiliransferase, quando

comparados a valores obtidos de ratos submetidos & operacgio stmulada.

2, A analise histologica do figado de ratos Wistar, realizada apo6s seu sacrificio,
30 dias apés terem sido submetidos a esta técnica, mostra graus varidveis de distor¢fio da
arquitetura, com presenca de “fibrose de padréo biliar™ (fibrose portal com formagéo de
septos fibrosos, acompanhada de proliferacdo ductular marcada) em todos o0s casos €

nédulos regenerativos em 68,7%.

3. Ratos Wistar adultos, 30 dias apds terem sido submetidos a esta técnica de

obstrugdo biliar, nfio exibem, morfologicamente, evolugdo para cirrose biliar secundaria.

4, Ratos Wistar adultos exibem muito boa evolugo clinica apos serem

submetidos a esta técnica cirtirgica, com 83% de sobrevida apos 30 dias de cirurgia.

5. A presente técnica, causando a interrupc¢fio do fluxo biliar, acompanhada de
alteragdes funcionais e morfoldgicas hepaticas, associada & boa evolucio clinica dos animais
pode, portanto, ser utilizada como modelo experimental de obstrugéio biliar em ratos Wistar

adultos.

6. Este modelo experimental oferece excelentes condigbes de pesquisa, fanto
relacionadas a sua ficil técnica cirirgica, como pela constante facilidade de acesso a via
biliar, o que possibilita a interrup¢do do quadro obstrutivo em qualquer fase evolutiva do

experimento.
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7. SUMMARY



The purpose of this study was to create an obstruction in the biliary duct using a
surgical procedure without ligatures, sectioning, or cannulation that would evolve to
chronicity and develop into cirrhosis (or at least standard biliary fibrosis) and also to
maintain an easily accessible extra-hepatic biliary route .The histopathologic assessment of
the liver and the biochemical effects on the serum were conducted 30 days after

obstruction.

This study was conducted on 63 Wistar rats, which were divided into 3 groups:
47 animals underwent a common obstruction of the hepatic duct (OB), 9 underwent a

simulated surgery (OS) and 7 were used as the contro] group for histologic analysis (OC} .

The surgical technique used isolated the hepatic duct as it emerged near the
pancreas with polypropylene thread, leaving 1cm of the duct free. The xiphoid appendix was
then exposed and using the rat’s ear marker a small orifice was made in it. The
polypropylene thread attached to the biliary duct was then drawn through this orifice
forming a biliary duct sling above the xiphoid appendix and a silicon catheter was then
placed in it. It therefore remained stretched and exposed between the musculature and skin .

The muscle wall and skin were closed with continuous sutures .

The total number of rats in the OB group diminished by fifteen (32%): 8 rats
suffered an early death and 7 rats died as a result of a technical error (in 4 cases, the
catheter was not correctly placed and in 3 cases, the bile duct ruptured). The remaining 32
rats in the OB group when compared to those in the OS group presented a significant
increase in the dosage of bilirubin, aminotransferases (ALT & AST), alkaline phosphatase
and gammaglutamiliransferase with a reduction in albumin The histologic analysis
confirmed the development of “standard biliary fibrosis” in all the OB group cases and the
formation of regenerative nodules in 68.7% of the group. “Standard biliary fibrosis™ was
characterized by portal fibrosis (slight to moderate) in 96.8% of the cases with the formation
of fibrous septa (moderate to intense ) in 87.4% of the cases, together with an intense
proliferation of the biliary ducts in 81.2% of the cases and in 18.7% the proliferation was

moderate .

Summary
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An alternate experimental model that was simple and efficient was developed
and as it was easy to manipulate the obstruction provoked by traction of the biliary duct,
excellent research conditions were provided right from the moment the biliary flux was
interrupted up to the development of cholestase and the distortion of the hepatic structure .
This model also permits an interruption of the biliary obstruction and a study of the sequels

caused by obstructive icterus.

Summary
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9. ANEXOS



ANEXO 1

Valores do peso individual dos ratos do grupo com obstrugfio biliar (OB) antes e apds 30

dias, expressos em gramas

Rato Peso inicial Peso final
1 330 333
2 340 332
3 290 295
4 325 326
5 275 265
6 285 294
7 300 295
8 295 316
9 270 264
10 296 297
11 300 295
12 340 340
13 320 345
14 265 245
15 270 260
i6 257 256
17 323 344
18 254 294
19 302 321
20 290 366
21 309 356
22 284 241
23 289 323
24 309 365
25 333 342
26 323 328
27 335 303
28 332 331
29 295 278
30 344 324
31 281 285
32 330 332

Média 300 304

Anexos
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ANEXO 2

Valores do peso individual dos ratos do grupo operagéo simulada (OS) antes apés 30 dias,

EXPressos em gramas.
Rato Peso Inicial Peso Final
1 329 379
2 355 379
3 303 327
4 355 379
5 296 330
6 253 270
7 276 292
8 340 379
9 331 355

Média 298 345

Anexos
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ANEXO 3

Valores do peso individual dos ratos do grupo controle (CO) antes e apos 30 dias,

CXPressos €m gramas.

Rato Peso Inicial Peso Final
1 319 363
2 279 335
3 317 376
4 256 309
5 329 390
6 341 415
7 317 363

Meédia 313 343

Anexos
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ANEXO 4

Valores individuais e das medianas das dosagens séricas da alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA), proteina total (PT), albumina (ALB), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta
(BD) e bilirrubina indireta (BI) dos ratos submetidos a obstrucdo biliar (grupo OB)

Rato ALT AST GGT FA PROT ALB BT BD  BI
Ul U4 U UA gl gdl mgdl mg/dl mg/dl

1 430 1042 404 524 7,05 229 122 7.2 1,8
2 213 646 736 6,75 250 104 8,7 3,2
3 150 495 127 483 6,55 240 10,9 122 2,3
4 169 410 55 279 6,16 1,98 150 8,7 2,8
5 169 510 140 631 650 270 11,6 7,4 2,9
6 237 606 99 610 490 223 93 6,5 1,8
7 107 312 71 481 640 2,16 82 5,3 1,6
8 157 432 68 717 430 236 6,2 - -
9 154 372 47 586 706 240 79 - -
10 43 304 80 236 540 1,54 98 - -
11 88 172 2 117 723 298 0,7 - -
12 141 372 6 416 733 2,64 28 - -
13 92 294 3 270 7,06 2,46 1,3 - -
14 94 285 3 267 691 244 1,4 - -
15 222 917 36 538 7,15 1,71 17 - -
16 226 855 36 549 7,04 1,69 84 -
17 304 912 55 700 7,14 2,05 83 - -

Mediana 157 432 055 524 69 236 824 7,38 2,26
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ANEXO 5

Valores individuais e das medianas das dosagens séricas da alanina aminotransferase

(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA), proteina total (PT), albumina (ALB), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta

(BD) e bilirrubina indireta (BI) dos ratos submetidos a operag#o simulada (grupo OS)

Rato ALT AST FA GGT PROT ALB BT BD  BI
Ul Ul UA U1l gdl gl mg/dl mg/dl mg/dl
1 38 8 9 10 68 313 014 065 001
2 46 143 68 0 690 308 0,15 025 001
3 55 140 76 i1 655 306 019 044 003
4 46 144 58 90 678 3,02 019 042 006
5 43 162 94 0 653 3,13 022 042 006
6 38 78 94 0 682 301 022 050 0,06
7 46 192 97 20 663 264 022 029 0,14
8 47 112 8 1,0 648 3,05 - - -
9 38 104 97 30 679 3,10 - . -
Mediana 46 140 94 1,0 678 306 022 042 0,06
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ANEXO 6

Medidas de posigdo e disperséo das varidveis por grupo-

GRUPO OPERACAO SIMULADA

Varidgvel N Média Desvio-padrio Mediana Minimo Maximo
ALT 9 44.11111 5.60010 46.00000  38.00000 55.00000
AST G 128.33333 37.93415 140.00000  78.00000  192.00000
GGT 9 3.00000 4.12311 1.00000 0 11.00000

FA 9 84.66667 14.48275 94.00000  58.00000 97.00000
PROT 9 6.70444 0.15773 6.78000 6.48000 6.90000
ALB 9 3.01333 0.14526 3.05000 2.64000 3.13000
BT 9 0.14778 0.08871 0.19000 0 0.22000
BD 9 0.33000 0.21949 0.42000 0 0.65000
BI 9 0.04111 0.04512 0.03000 0 0.14000
PESO1 9 298.00000 26.88866 303.00000 256.00000  329.00000
PESOF 9 345.22222 27.41705 345.00000 308.00000  379.00000
GRUPO OBSTRUCAO BILIAR

Varidvel N Meédia Desvio-padrio Mediana Minimo Maximo
ALT 17 176.11763 92.79674 157.00000  43.00000 430.00000
AST 17 525.64706 262.25154  432.00000 172.00000 1042
GGT 17 75.70588 93.97856 55.00000 2.00000 40400000

FA 17 478.82353 186.47394 52400000 117.00000  736.00000
PROT 17 6.52529 0.87439 6.91000 4.30000 7.33000
ALB 17 2.26647 0.38038 2.36000 1.54000 2.98000
BT 17 7.77059 4.10956 8.30000 0.70000 15.00000
BD 7 8.00000 220454 7.40000 5.30000 12.20000
BI 7 2.34286 0.63208 2.30000 1.60000 3.20000
PESOI 32 300.59375 24.79055 296.00000 254.00000  340.00000
PESOF 32 304.25000 36.68963 300.00000 226.00000  366.00000
@ DUCTO 32 4.41875 1.66761 4.50000 2.00000 8.50000
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ANEXO 7

Niveis descritivos dos testes de Mann-Whitney para comparacdo das variaveis entre os

grIpos.

Variavel p —valor

ALT 0.0001
AST 0.0001
GGT 0.0004
FA 0.0001
PROT 0.5352
ALB 0.0001
BT 0.0001
BD (.0010
BI 0.6010

PESO1 0.7260

PESOF 0.0592
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ANEXO 8

Composicéo basica da raglo

Milho Farelo de Arroz Cru
Farelo de Trigo Carbonato de Calcio
Farelo de Soja Fosfato Bicalcico
Farinha de Carne Sal

Erriquecimento por quilograma de produto

Vitamina A - 20.000 Ul Piridoxina — 6 mg
Vitamina D3 - 6.600 Ul Biotina — 0,1 mg
Vitamina E - 30 UI Acido Félico — 0,5 mg
Vitamina K — 6 mg Manganés 50 mg
Vitamina B 12 — 10 mcg Iodo — 2 mg

Vitamina B2 -8 mg Ferro — 65 mg
Pantotenato de Célcio — 24 mg Zinco —- 35 mg
Niacinina — 95 mg Cobre — 36 mg
Tiamina — 4 mg Antioxidante — 100 mg

Colina — 2.000 mg

Niveis de garantia

Umidade — 13 % (méximo)
Proteinas — 23% (mAximo)
Extrato Etério — 2,5 % (maximo )
Matéria Fibrosa — 8,0 % (maximo)
Célcio — 1,8 % (mAximo)

Fésforo — 0,8 % (minimo)

* NUTRIMENTOS PURINA LTDA

Anexos



