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RESUMO - Objetivo: Objetivou-se investigar os efeitos temporais da ligadura do ducto biliar
principal, em ratos Wistar. Métodos: Utilizaram-se 48 ratos machos distribuidos em 2 grupos ¢
redistribuidos em 4 subgrupos (n=006), identificados pelo tempo estipulado para a coleta das amostras
(12, 24, 48 ¢ 168 horas). Apos laparotomia, os animais foram submetidos a dissec¢ao e passagem
de dois fios circundando o ducto biliar principal, sem ligadura (Grupo 1) e com ligadura (Grupo 2.
Resultados: As concentragdes das bilirrubinas séricas (total, direte ¢ indireta) quando comparadas
ao repectivo grupo controle, aumentaram (p<0,05) nos animais do grupo 2, nos tempos 24, 48 ¢
168 horas. As concentragdes de proteina C reativa ¢ fosfatase alcalina aumentaram (p<0,05) no
grupo 2 no tempo 24 horas e nos tempos 24 ¢ 48 horas, respectivamente. Concentragdes de
albumina e gamaglutamil transferase, ndo apresentaram diferengas significantes nos dois grupos.
Foram observadas, no exame histopatologico, hiperplasia ductal, pericolangite ¢ colangite no
grupo 2 ¢ pericolangite no grupo 1. Conclusdes: A ligadura do ducto biliar principal induz aumento
das concentragdes séricas de bilirrubinas, proteina C reativa ¢ fosfatase alcalina. Hiperplasia ductal,
pericolangite e colangite sdo as principais altera¢des histologicas encontradas nos figados dos ratos
submetidos a ligadura do ducto biliar principal.

DESCRITORES - Obstrugéo das vias biliares extrahepaticas. Colestase. Modelos animais. Ratos.

INTRODUCAO por cento dessas lesdes ocorrem apds o manuseio dos
ductos biliares extra-hepaticos durante operagGes de

A conduta terapéutica nas obstrugdes ¢ os estreita-  colecistectomias ou outras operagdes abdominais altas,
mentos das vias biliares extra-hepaticas representam  incluindo gastrectomias, shunt porto-cava, procedi-
dificeis desafios ao jovem cirurgido. Cerca de oitenta  mentos sobre o duodeno, pancreas, papila de Water e
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o proprio figado" Além das causas iatrogénicas, as obs-
trugGes biliares extra-hepaticas podem ser conseqiién-
cias de coledocolitiase; colangite esclerosante; atresias
das vias biliares; pancreatite cronica; tumor de estbmago;
tumor de duodeno, tumor de cabega de pacreas, tumor
da papila de Water; tumor da vesicula biliar; ascaridiase
ductal e compressdes extrinsecas’ .

A ictericia ¢ a conseqiiéncia mais visivel da obstru-
¢do biliar extra-hepatica ¢ se manifesta quando a bilirru-
binemia atinge os 3,5 mg./dI*. Outros eventos metabo-
licos, bioquimicos ¢ histologicos estao relacionados com
a obstrucdo biliar extra-hepatica. Redugdo na sintese
de albumina, aumento da proteina C reativa e enzimas
hepaticas sdo outras conseqiiéncias do estresse imposto
pela obstrugdo biliar®,

Este estudo pretende contribuir, através das anali-
ses dos principais marcadores bioquimicos ¢ morfologi-
cos da colestase, para a definicdo da importancia de
cada um deles no diagnostico ¢ na evolugdo das
obstrugdes biliares extra-hepaticas.

METODOS

A pesquisa foi realizada de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica ¢ com a Lei
Federal n.° 6. de 08 de maio de 1979. Foram utilizados
quarenta ¢ oito (48) ratos (Mammalia Rodentia,
Muridae, Rattus Norvegicus Albinus), da linhagem
Wistar, machos, adultos, com peso entre 250 a 300g,
procedentes do Biotério Central do Laboratério de
Cirurgia Experimental ( LABCEX ) do Departamento
de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara. Os animais foram distribuidos em
dois grupos (1 e 2), cada um com quatro subgrupos
de seis animais.

Os animais do grupo 1 foram laparotomizados e
submetidos a dissecgdo ¢ a passagem de dois fios cir-
cundando o ducto biliar principal, sem ligadura. No
grupo 2 foi realizada a ligadura do ducto biliar principal.
Seguiu-se a reoperagdo ¢ coleta das amostras, nos
intervalos pré-estabelecidos (12, 24, 48 ¢ 168 horas
apos a operagdo inicial). A coleta de sangue foi feita
em todos os animais, enquanto que para a amostra do
tecido hepatico o animal foi escolhido ao acaso (um
rato de cada subgrupo).

As amostras de sangue foram processadas por
automacdo ¢ analisadas para a determinac¢do das
concentragdes séricas das bilirrubinas (total, direta e
indireta), da albumina, da proteina C reativa, da
fosfatase alcalina ¢ da gamaglutamil transferase. As
laminas histologicas foram confeccionadas de forma
automatizada, com cortes padronizados em 5 (cinco)
micra ¢ coradas por hematoxolina-cosina. A analise
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estatistica dos resultados foi realizada através do teste
de Mann-Whitney, utilizando o MINITAB
STATISTICAL SOFTWARE para Windows 95, 98,
2000 e NT Versao 13, 2000.

RESULTADOS

No presente estudo observou-se elevacéio
significante da bilirrubinemia total (p < 0,005) nos
tempos de 24, 48 ¢ 168 horas (Figura 1).
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FIGURA 1 - Concentragdes séricas de bilirrubina total.

A bilirrubina direta aumentou nos tempos 24 ¢
48 (p < 0,05) e 168 (p < 0,01) horas, dos animais do
grupo 2, quando comparados aos respectivos controles
(Figura 2).
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FIGURA 2 - Concentragdes séricas de bilirrubina direta.



A fracfo indireta da bilirrubina também aumentou
nos tempos 24 (p < 0,01), 48 (p <0,05), ¢ 168 (p <
0,01) horas, nos animais obstruidos, porém, em
numeros absolutos, houve predominio da elevagdo da
fragdo direta da bilirrubina sobre a indireta, em todos
os sub-grupos estudados (Figura 3).
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FIGURA 3 - Concentragdes séricas de bilirrubina indireta.

As concentragdes séricas da albumina néo se
modificaram, nos tempos estudados, em nenhum dos
dois grupos (Figura 4).
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FIGURA 4 - Concentragdes séricas de albumina.

A concentragdo sérica da proteina C reativa
aumentou nos dois grupos, com predominio dos valores
do grupo 2 e com significancia estatistica no tempo de
24 horas pés ligadura (p< 0,05), quando comparado
com o respectivo controle (Figura 5).
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FIGURA 5 — Concentragdes séricas da proteina C reativa.

As concentragbes séricas de fosfatase alcalina
aumentaram em ambos os grupos de animais ¢ de forma
mais intensa nos que foram submetidos a ligadura da
via biliar extra-hepatica e em especial nos sub-grupos
de 12 ¢ 24 horas do grupo 1, mostrando niveis acima
de 1500 UI/ e significancia estatistica (p<0,05). no
sub-grupo 24 horas (Figura 0).
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FIGURA 6 — Concentragdes séricas de fosfatase alcalina.

As concentragdes séricas da gamaglutamil
transferase dos animais estudados, ndo apresentaram
diferengas estatisticas significantes entre os dois grupos
de animais estudados (Figura 7).
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FIGURA 7 — Concentragdes séricas da gamaglutamil transferase.

As observac¢des morfologicas estdo na Tabela 1.

TABELA 1 — Altera¢des morfoldgicas no parénquima hepatico (ratos Wistar).

Alteracoes morfolégicas no parénquima hepatico

Tempo de reoperacao (horas)

12 24 48 168
Grupol Grupo2 Grupol Grupo2 Grupol Grupo2 Grupol Grupo 2
Hiperplasia ductal - - - - - - - ++
Colangite - + - - - - - +
Pericolangite ++ + - + - + - +
Grupo 1 — Operagéo simulada Grupo 2 — Dupla ligadura
Legenda: ) (+) (++) (+++)
Negativa Discreta Moderada Acentuada
DISCUSSAO total em concentragGes inferiores a 1,56 mg/dl (Figura

Corlette® ef al. (1976) realizando experimentos
com ratos Wistar, obstruindo a via biliar extra hepatica,
obtiveram elevagdo da bilirrubinemia apds uma hora e
da fosfatase alcalina apds quatro horas do inicio da
obstru¢do. Outros pesquisadores também demonstra-
ram aumentos significantes da bilirrubinemia decor-
rentes da ligadura do ducto biliar comum, em ratos,
em diversos intervalos, variando de 5 a 20 dias®.

No presente estudo, as concentragdes séricas da
bilirrubina total, repetindo os resultados obtidos pelos
autores citados, também se elevaram nos animais
submetidos a ligadura do ducto biliar principal (grupo
2), quando comparados com seus respectivos con-
troles, que apresentaram niveis séricos de bilirrubina
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1). As clevagdes da bilirrubinermia total tiveram
significancia estatistica nos tempos de 24 (p < 0.005),
48 (p <0,005), ¢ 168 (p < 0,005) horas. O aumento da
bilirrubina pode ser explicado pela obstrucdo biliar extra-
hepatica, com refluxo da bile para dentro do sangue
(colestase)’. O aumento significante das fra¢des direta
¢ indireta da bilirrubina (Figura 3 ¢ 4), nos animais
obstruidos, com predominio da elevagao da fragédo direta
da bilirrubina sobre a indireta, em numeros absolutos,
em todos os sub-grupos estudados ¢ explicado pela
impossibilidade de eliminagio normal da bilirrubina direta
através do ducto biliar principal e auséncia de alteragdes
importantes no metabolismo hepatico da bilirrubina,
justificadas pela auséncia de alteragdes severas na



morfologia hepatica (Tabela 1) Naio foi possivel
identificar, na literatura, trabalhos relatando altera¢des
dos valores das bilirrubinas direta ¢ indireta em ratos
ou outros animais de laboratorio.

Gouma® ef al. (1986), em experimento realizado
em ratos submetidos a ligaduras do ducto biliar principal
encontraram, apos trés semanas da operagao, reducdes
significantes (p < 0,001) nas concentragdes séricas da
albumina.

Krahenbuhl® et al. (1995), analisando as concen-
tragoes da albumina em ratos que sofreram ligadura do
ducto biliar extra-hepatico, comprovaram que as con-
centragdes séricas desta diminuem significativamente
duas semanas ¢ quatro semanas pos ligadura, quando
comparadas com os controles.

Hiraziwa'’et al., (1997), ao desenvolverem técnica
para indugdo de ictericia obstrutiva em rato, concluiram
que a reducdo da concentragdo sérica da albumina se
micia apos scte dias da obstrucao biliar.

Neste experimento, as concentragdes séricas da
albumina ndo se modificaram, nos tempos estudados,
em nenhum dos dois grupos (Figura 4). E possivel
que esse fato possa ser justificado pelo breve tempo
do estudo (168 horas).

A proteina C reativa ¢ uma proteina de fase agu-
da!', que tem sido utilizada na pratica médica como
marcador diagnostico para as mais diversas circuns-
tancias. Estudo experimental realizado por Kimura'? et
al., (1992) concluiu que o aumento da sintese protcica
hepatica observado em ratos com ictericia obstrutiva,
corresponde, nas primeiras setenta ¢ duas horas, a
clevagdo da produgdo hepatica de proteinas de fase
aguda positiva. Justifica-se, assim, o aumento da con-
centracgao sérica da proteina C reativa com predominio
dos valores do grupo 2 ¢ com significancia estatistica
no tempo de 24 horas pos ligadura (p< 0.05), quando
comparado com o respectivo controle, nos dois grupos
estudados, no presente trabalho (Figura 5).

A elevagdo das concentragdes séricas de fosfatase
alcalina tem sido motivo de grande numero de
publicacdes clinicas de experimentos. Picinato!® e al.
(1992) mostraram niveis séricos de fosfatase alcalina
significativamente aumentados 24 horas apos a dupla
ligadura em relagdo aos controles (nao ligados). Nos
tempos de 48 ¢ 168 horas as clevagdes ndo tiveram
significancia estatistica. Castro ¢ Silva Jr.!* et al., (1993),
apos 1, 7 e 14 dias da indugdo da colestase extra-
hepatica em ratos encontrou valores elevados de
fosfatase alcalina, indicando que esta ¢ uma enzima
ideal como indicador de colestase.

Neste trabalho experimental, as concentragdes
séricas de fosfatase alcalina aumentam em ambos os
grupos de animais ¢ de forma mais intensa nos que

Repercussdes temporais da ligadura do ducto biliar

foram submetidos a ligadura da via biliar extra-hepatica
¢ em especial nos sub-grupos de 12 ¢ 24 horas do
grupo 1, mostrando niveis acima de 1500 U/l e
significancia estatistica no sub-grupo 24 horas (p <
0,05). Os resultados obtidos nas amostras de 48 ¢ 168
horas sdo decrescentes. E possivel afirmar, com base
nos resultados encontrados, que as concentragdes
séricas da fosfatase alcalina aumentam nas primeiras
24 horas apds trauma e principalmente ligadura da via
biliar extra-hepatica, ¢ tém comportamento decrescente
nos sub-grupos 48 ¢ 168 horas dos animais submetidos
a bloqueio do fluxo biliar.

Picinato®® ef al., (1992) estudando comparativa-
mente animais submetidos a ligadura do ducto biliar
principal (n = 60) com operagao simulada, observaram
que as concentragdes séricas da gamaglutamil transfe-
rase aumentam significativamente nas primeiras 24
horas pods ligadura e diminuem nos tempos seguintes
(48 ¢ 168 horas). Castro e Sousa Jr.!* ef al., (1993)
avaliaram a sensibilidade da gamaglutamil transferase como
mdicador da colestase extra-hepatica em ratos, induzida
por ligadura do ducto biliar, ¢ encontraram concentra¢des
séricasde 8 £5:24+10e24+£9 (UIN).

Neste trabalho, as concentragdes séricas da
gamaglutamil transferase dos animais estudados néo
apresentam diferengas estatisticas significantes entre
os dois grupos de animais estudados (ligadura /
operagdo simulada), o que demonstra ndo ser a GGT
um marcador especifico da colestase.

Kouturas® ef al. (1984), trabalhando com ratos
submetidos a obstrucdo biliar demonstraram a
existéncia de inflamacao dos espagos-porta ¢ hiperplasia
ductal, 5, 10, 15 € 30 dias apos a operagdo. Ramm"’ ef
al. (2000), utilizando modelo reversivel de ictericia
obstrutiva, estudaram as alteragGes histopatoldgicas do
parénquima hepatico ¢ observaram que a colestase
produziu hiperplasia dos ductos biliares.

Os autores citados demonstraram que a obstrugdo
biliar extra-hepatica por ligadura do ducto biliar
principal, em ratos, induziu alteragGes na morfologia
hepatica. Esses achados também foram identificados
no presente estudo: hiperplasia ductal de leve a acentua-
da, pericolangite discreta e colangite discreta (Tabelal).
A hiperplasia ductal foi diagnosticada nos sub-grupos
48 (moderada) ¢ 168 (acentuada) horas do grupo 2. A
pericolangite foi identificada em todos os tempos do
grupo 2 (discreta) e no sub-grupo 12 horas do grupo 1
(discreta) ¢ a colangite no sub-grupos 12 ¢ 128 horas
do grupo 2 (discreta).

CONCLUSOES

1. As concentragdes séricas das bilirrubinas,
proteina C reativa ¢ fosfatase alcalina aumentam nos
animais submetidos a ligadura do ducto biliar principal.

Acta Cirurgica Brasileira - Vol 18 (1) 2003 - 49



Maia, ELC et al.

2. Hiperplasia ductal, pericolangite ¢ colangite sao

as principais alteragGes histologicas encontradas nos
figados dos ratos submetidos a ligadura do ducto
biliar principal.
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ABSTRACT - Purpose: An experimental study has been conducted to investigate the effects of
common bile duct obstruction in rats. Methods: Forty-cight male Wistar rats were distributed into
two groups: Group 1 (Control) and Group 2 (Experiment). Each group was divided into 4 subgroups
(n=6). Group 1 animals were submitted to laparotomy, dissection and passage of double sutures
around common bile duct without ligature. Group 2 rats were submitted to ligation of main bile
duct, following previous laparotomy. Blood and liver samples were collected 12, 24, 48 and 168
hours later. Results: Serum bilirubin concentrations (total, direct and indirect) were significantly
increased (p < 0.05) in 24, 48 and 168 hours subgroups (Group 2 rats) when compared to Group
1 (control) animals. C reactive protein concentrations were significantly increased (p < 0,05) in
experiment in subgroup 24 hours. Albumin and gamaglutamil transferase concentrations were
similar in both groups. Histological examination of liver disclosed duct hiperplasia, pericholangitis
and pericholangitis. Conclusions: Common bile duct ligation, in Wistar rats, leads to increased
serum concentrations of billirubin, C reactive protein and alkaline phosphatase. Ductal hyperplasia,
cholangitis and pericholangitis are the main histological findings in rats subjected to common bile

duct ligation.

KEY WORDS - Bile duct obstruction, extrahepatic. Cholestasis. Models, animal. Rats.
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