1. Resumo

As doencas colestaticas e sua evolucdo para fibrose e cirrose sdo muito conhecidas.
Apesar do incremento de terapias, como o transplante hepatico, esse grupo de afeccdes,
ainda representa desafio na pratica médica, desde o diagnostico até o tratamento, além de
estarem ligadas a morbidade e letalidade altas, com custos de tratamento elevados. Novas
condutas e busca dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos sdo ampliados a cada dia.
Este trabalho tem por objetivos avaliar a influéncia e os efeitos da exclusao parcial e total
do ileo terminal em figado, rins e ileo, na presenca de colestase obstrutiva.

Foram utilizados trinta e dois ratos Wistar machos, distribuidos em quatro grupos (n
= 8). Os grupos 2, 3 e 4 foram submetidos a ligadura do ducto hepatico comum e, apos
quatro semanas, realizou-se drenagem biliar interna, por meio de hepaticoduodenostomia,
com uso de protese de nelaton. Nos animais do Grupo 3 associou-se anastomose ileocélica
laterolateral com exclusdo parcial dos dltimos dez centimetros do ileo terminal. Nos
animais do Grupo 4 realizou-se a seccdo e fechamento dos dez centimetros distais do ileo
terminal e foi feita anastomose terminolateral, do ileo com célon ascendente. O Grupo 1 foi
controle, no qual os ratos foram submetidos, apenas a laparotomia e laparorrafia. Ao fim de
oito semanas, todos os ratos dos quatro grupos foram mortos e foi colhido material para
exames. Os exames bioquimicos foram: albumina, aspartatoaminotransferase,
alaninaaminotransferase, fosfatase alcalina, y-glutamiltransferase, bilirrubina direta,
bilirrubina indireta, ureia e creatinina. Foram colhidos ainda, figado, rins e segmento de
ileo terminal, para analise anatomopatologica. Os resultados foram submetidos a analise

estatistica pelos testes de ANOVA, Kruskal-Wallis, Pearson e Fisher.



Houve persisténcia de graus varidveis de fibrose nos ratos do grupo 2, 3 e 4, sem
diferenca entre si. O grupo controle ndo apresentou fibrose hepética. Na histologia renal e
do ileo terminal ndo foram vistas diferencas entre os quatro grupos. Em relacdo a andlise
bioquimica, os valores de AST, ALT, bilirrubina direta, y-glutamiltransferase, ureia e
creatinina foram maiores no Grupo 4 em relagdo ao controle (p < 0,05). O Grupo 4
apresentou valores de ureia e creatinina superiores aos dos grupos 2 e 3 (p < 0,05).

Conclui-se que derivagdo parcial do ileo terminal e a exclusdo total dos ultimos
centimetros do ileo terminal, associadas a drenagem biliar ndo apresentaram diferencas na
intensidade da fibrose hepatica, comparadas a drenagem biliar isolada, em ratos submetidos
a ligadura prévia do ducto hepatico comum.

A exclusdo do ileo terminal, em modelo de ligadura do ducto hepatico associou-se a
piora das provas bioquimicas do figado. N&o houve beneficio na derivacdo ileocdlica nas
alteracGes morfoldgicas e na fungdo do figado e dos rins. A exclusdo total do ileo terminal,
associada a derivagdo biliodigestiva pds-colestase, piorou os valores das provas

bioquimicas renais.



2. Abstract

Cholestatic diseases and their evolution into fibrosis and cirrhosis are well-
known. Despite the increase in therapies, such as liver transplants, this group of affections
still represents a challenge in medical practices, from the diagnosis to the treatment, and is
commonly linked to high rates of morbidity and lethality, coupled with high treatment
costs. New conducts and the search for the physiopathological mechanisms involved are
constantly emerging. The purpose of the present study was to evaluate the influence and
effect of the partial or total exclusion of the terminal ileum in the liver, kidney, and ileum,
in presence of obstructive cholestasis.

Thirty-two male Wistar rats were divided into four groups (n = 8). Groups 2, 3,
and 4 underwent the ligation of the common hepatic duct. After four weeks, an internal
biliary drainage was performed by means of hepaticoduodenostomy, using a nelaton
prosthesis. In the animals from Group 3, a laterolateral ileocolic anastomosis, with a partial
exclusion of the final 10 centimeters of the terminal ileum, could be observed. In the
animals from Group 4, the sectioning and closing of 10 distal centimeters of the terminal
ileum, as well as a terminolateral anastomosis of the ileum with ascending colon, were
performed. Group 1 was the control group, in which the rats were undertaken to only
laparotomy and laparorrhaphy. At the end of eight weeks, all the rats from the four groups
were killed and material was collected for exams. The biochemical exams included:
albumin, aspartate-aminotransferase (AST), alanine-aminotransferase (ALT), alkaline
phosphatase, y-glutamiltransferase, direct bilirubin, indirect bilirubin, urea, and creatinine.

The liver, kidneys, and a segment of the terminal ileum were also collected for



anatomopathological analyses. The results were submitted to statistical analyses by means
of the ANOVA, Kruskal-Wallis, Pearson, and Fisher exact tests.

Persistence in the varying degrees of fibrosis could be observed in the rats from
groups 2, 3, and 4, with no significant difference amongst these groups. The control group
did not present hepatic fibrosis. In the histology of the kidney and the terminal ileum, no
differences could be identified among the four groups. Concerning the biochemical
analyses, the values of AST, ALT, direct bilirubin, y-glutamiltransferase, urea, and
creatinine were greater in Group 4 as compared to the control group (p < 0.05). Group 4
presented urea and creatinine values that were higher than those from groups 2 and 3 (p <
0.05).

In conclusion, in male Wistar rats, the ileocolic partial shunt of the terminal
ileum and the total exclusion of the final centimeters of the terminal ileum after internal
biliary drainage of the extra-hepatic cholestasis did not alter the intensity of hepatic
fibrosis. These procedures did not modify the morphology of the kidney or the terminal
ileum. The total exclusion of the terminal ileum worsened the biochemical samples from
the liver and kidney. No benefit in the ileocolic shunt in either the morphology or function
of the liver and kidneys could be observed. The total exclusion of the terminal ileum after

biliary drainage for obstructive cholestasis worsened renal biochemical samples.



3. Introducéo

As doencas colestaticas ainda representam desafio na pratica meédica. Estéo
presentes em todos 0s grupos etarios e causam morbidade e letalidade elevadas. Apesar do
desenvolvimento de novos tratamentos, a evolucdo para cronificacdo e a necessidade de
transplante hepatico ainda atinge grande propor¢édo desses individuos.

A evolugdo das doencas colestaticas para fibrose, cirrose hepéatica e suas
complicacdes, além do desenvolvimento de alteragdes extra-hepaticas, como prurido,
encefalopatia e doenca dssea sdo aspectos conhecidos (1,2). Novos conhecimentos em
relacdo a possivel reversibilidade da fibrose, forca a busca de solugdes e o incremento na
pesquisa desses problemas.

Hollandes et al (3) conduziram estudo, no qual excluiram os ultimos 15 % do ileo
terminal, em pacientes com colestase intra-hepatica familiar (doenca de Byler), como forma
de diminuir a quantidade circulante de sais biliares, para reduzir o prurido. Esses autores
perceberam melhora da funcdo hepatica na maioria dos individuos, mas o tempo de
seguimento foi curto e o nimero de pacientes foi pequeno, além de ter como foco do
estudo, o prurido, ndo a desordem hepatica.

Com base nesse trabalho, conduzimos nossa tese de mestrado, com o objetivo de
verificar o efeito da exclusdo do ileo terminal nas provas de funcdo hepatica e na
intensidade da fibrose hepatica em ratas Wistar submetidas a ligadura do ducto hepético
comum, com a ressec¢do dos Ultimos cinco centimetros do ileo terminal (4). Nesse estudo

encontramos menor intensidade da fibrose hepatica e valores menores de bilirrubina



indireta no grupo de ratas com exclusdo do ileo terminal, em relacdo aos animais
submetidos a ligadura do ducto hepatico comum. Os resultados desse estudo trouxeram
varios questionamentos, em especial, se com o restabelecimento do fluxo biliar, as
diferencgas encontradas tanto na parte histoldgica, quanto na bioquimica seriam mantidas.

A relevancia do tema e, por conseguinte, do trabalho atual, justifica-se pelo
reduzido nimero de opc¢Oes terapéuticas, morbidade e letalidade desse grupo de afecgdes,
principalmente quando em estadios avangados de hepatopatia, como cirrose e hipertensdo
porta, complicadas. Sabe-se, também, que tanto o rim, quanto o intestino sdo acometidos
nas fases mais avancadas da colestase.

Essas afeccOes acarretam elevados custos financeiros e sociais. Em regifes mais
pobres, 0 acesso a tratamentos avancados, como o transplante hepatico, ainda é raro. Assim
sendo, opgdes terapéuticas, mesmo paliativas, que possam melhorar os sintomas e a
qualidade de vida s&o importantes. O atual trabalho verificou a viabilidade da excluséo ou a
derivacdo de parte do ileo terminal como opc¢éo terapéutica para melhorar a intensidade da

fibrose e as funcdes hepética e renal de ratos com ligadura do ducto hepatico comum.



4. Objetivos

Avaliar e comparar os efeitos da drenagem biliar isolada ou associada a exclusao
parcial e total do ileo terminal, em ratos submetidos a ligadura do ducto hepatico nas:
- provas bioquimicas de funcdo hepatica e renal,
- intensidade da fibrose hepatica;

- estrutura morfoldgica dos rins e do ileo terminal.



5. Revisao da Literatura

5.1 Colestase

Colestase ¢ uma manifestacdo grave e frequente de doengas hepaticas (5).
Corresponde a alteragdes bioquimicas, histoldgicas e clinicas, associadas a defeitos no
transporte biliar desde o hepatdcito até o intestino. Ela resulta de processos inflamatorios e
degenerativos das vias biliares intra e extra-hepaticas, além de defeitos hereditarios ou
adquiridos no transporte biliar (1,5,6,7). Muitas dessas condi¢bes podem evoluir para
cirrose e insuficiéncia hepética (1).

Algumas dessas condi¢es associam-se a complicagdes extra-hepaticas, por vezes,
tdo graves quanto a hepatopatia em si. Entre as principais estdo: o prurido, por vezes,
incontrolavel clinicamente, a fadiga cronica e doencas metabdlicas 6sseas como osteopenia
e osteoporose (2,8).

Define-se colestase como a interrup¢do ou diminuicdo da excrecdo biliar, causada
por distlrbio na excrecdo biliar no hepatdcito, ou por algum processo obstrutivo em
qualquer nivel da via biliar, desde os canaliculos biliares até os ductos biliares extra-
hepaticos (7).

Colestase intra-hepética resulta da interrupcdo do fluxo biliar secundario a lesdo
dentro do figado, podendo comprometer tanto o parénquima hepético, quanto os ductos
biliares intra-hepaticos (7).

Colestase por oclusdo extra-hepatica indica que o blogueio a fluxo biliar esta fora do
figado, ao longo da via biliar extra-hepatica. Por convencdo pode ser denominada colestase

obstrutiva (7).



Colestase aguda decorre de defeito agudo (dias a poucas semanas de duracao),
secundario a bloqueio completo do fluxo biliar, a dano no parénquima hepatico (ex.
colestase secundaria a drogas), ou a obstrucdo completa da via biliar extra-hepatica (ex.
coledocolitiase) (7).

Colestase cronica é condicdo de longa duracdo, semanas, meses ou anos, podendo
ser secundaria a bloqueio completo ou incompleto do fluxo biliar ou a lesdo hepatocelular
(7).

H& que mencionar, que ictericia e colestase ndo sao sindbnimos. Pode haver colestase
com ou sem ictericia, que € um sinal clinico. Na colestase, pode haver tanto o acumulo de

bilirrubina (bilirubinoestase), quanto de sais biliares (colatoestase) ou de ambos (7).

5.1.1 Excrecao biliar

Bile é a principal via de excre¢do do colesterol, de fosfolipedes, de xenobidticos e
outras substancias toxicas, além de participar da digestio de gorduras (5). E um complexo
aquoso, com substéncias organicas e inorganicas em suspensdo ou dissolvidas. Os
principais constituintes organicos sdo: sais biliares, fosfolipedes, colesterol, proteinas e
pigmentos biliares (9). Sédio (Na*), potassio (K*), calcio (Ca™) e bicarbonato (HCO3)
apresentam concentracdes mais elevadas na bile que no plasma (9).

Pode-se dividir a excrecéo biliar em dois componentes principais: a bile canalicular
e a bile ductal. Na bile canalicular ocorre absorcdo e excre¢do de sais biliares e outros ions
organicos, gerando gradiente osmatico, atraindo &gua e ions. Na bile ductal ocorrem

modificacbes na concentracdo de ions e dgua nos ductos biliares, secundarios a estimulos
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hormonais e neuroendécrinos (9,10). A bile canalicular é formada por dois componentes: a
fracdo dependente de sais biliares e a fragdo independente de sais biliares (9).

Para que a excre¢do de bile ocorra, sdo necessarias membranas celulares
especializadas, células polarizadas, proteinas carreadoras e uma rede de canaliculos e
ductos que transportem e influam na composic¢do biliar. O aparelho de excrecdo biliar
consiste de ductos convergentes, que iniciam nos canaliculos biliares, seguidos pelos ductos
biliares e que terminam no ducto biliar comum (9). Os canaliculos sdo pequenos ductos
delimitados pela membrana apical de dois hepatdcitos adjacentes (9), ja os ductos biliares
sdo formados pela unido de colangidcitos e possuem membrana propria. Nessa rede de
canaliculos e ductos, sdo formados cerca de 30 % do volume final da bile, havendo
alteracdo na composicdo biliar, principalmente em relacdo a agua e eletrolitos (9).
Completando o aparelho de excrecdo biliar, hd membranas celulares polarizadas e
especializadas, tanto nos hepatécitos, quanto nos colangidcitos. Sdo esses os locais de troca
de ions, sais biliares, fosfolipedes e outros elementos constituintes da bile.

Nos hepatocitos, podem-se distinguir trés diferentes regides de membrana. A
membrana sinusoidal, que cobre 37 % da superficie celular, estd em intimo contato com os
sinusoides, sendo local de intensa troca de substancias entre o sangue e o hepatdcito (5,9).

A membrana lateral cobre 50 % da superficie do hepatocito. Nessa regido ha areas
de adeséo entre hepatdcitos adjacentes, presenca de gap-juntions (jungGes comunicantes) e
tight-juntions (jungdes estreitas). Nesse local da membrana, ha contato com o espago de
Disse e ocorre intensa troca ionica e de fluidos. As regides sinusoidal e lateral formam a
membrana basolateral (5,6,9).

A Ultima regido da membrana hepatocitaria é denominada apical ou canalicular. Ela

constitui a menor parte da membrana e é responsavel pela excrecdo de sais biliares e anions
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organicos para os canaliculos biliares. Nessa regido da membrana hepatocitéria, é gerado o
gradiente osmdtico, que resultard em fluxo de agua, eletrolitos e solutos menores para
dentro dos canaliculos biliares, formando a bile (5,6,9).

Os principais componentes do gradiente osmotico da bile sdo os sais biliares,
principalmente, os conjugados (5,6,9-11). Esses compostos sdo concentrados até 1000
vezes na bile (5). Assim sendo, a bile € um composto aquoso, gerado por uma forga
osmdtica, resultante da concentracdo de sais biliares nos canais biliares, desde o0s
canaliculos.

Sais biliares conjugados, juntamente com Na® sdo transportados através da
membrana sinusoidal dos hepatdcitos, por meio da proteina carreadora de membrana NTCP
(proteina de cotransporte do taurocolato de sédio - sodio-taurocholate cotransport protein).
Sais biliares ndo conjugados e outros ions organicos, como bilirrubina, sdo transportados
para o hepatocito por outra proteina carreadora de membrana, OATP2 (organic anion
transporting polypeptide 2 — polipepetideo de transporte de anions organicos 2). Essas duas
proteinas sdo as principais responsaveis pela absorcdo dos sais biliares conjugados e outros
ions organicos, que geram forga de atracdo idnica e resultam na formacdo inicial da bile
(112).

No citoplasma do hepatdcito, os sais biliares e os demais ions organicos sao
transportados através de uma rede de microtubulos, vesiculas e microfilamentos do
aparelho de Golgi. Essas substancias atingem a membrana apical do hepatdcito e desse
local sdo excretadas no canaliculo biliar (9).

Na membrana apical do hepatdcito, sais biliares e demais constituintes organicos da
bile sdo excretados, mediante transporte ativo. Sais biliares sdo transportados pela proteina

carreadora BSEP (bile salt export pump — bomba de exportacdo de sais biliares) e os
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demais ions organicos excretados pela MRP2 (multidrug resistence associated protein 2 —
proteina associada a resisténcia a multidrogas 2). Pelo mecanismo de flip-flop, utilizando
uma enzima da familia ABC-transporter (proteinas de transporte ligadas ao ATP),
denominada MRD3 (multidrug resistence P-glycoprotein 3 — P-glicoproteina de resistencia
a multidrogas 3), sdo excretados as expensas de ATP, fosfolipedes e fosfaditilcolina, que
sdo responsaveis pela formacdo de micelas, nas quais ficam dissolvidos os sais biliares e o
colesterol (11).

Apesar de conter 3 % a 5 % da massa celular hepatica, o epitélio dos ductos biliares
(colangidcitos), principalmente dos intra-hepaticos médios e grandes, desempenha papel
relevante na excrecao biliar. Neles estdo contidas numerosas proteinas de transporte, dentre
elas, a proteina de troca i6nica 2 (AE2 — anion exchanger 2 — proteina 2 de troca de &nion),
responsavel pelo mecanismo de troca de cloro/bicarbonato (CI/HCO3), a principal forga de
geracdo de potencial osmético independentemente de sais biliares -  “fluxo biliar
independente de sais biliares” e a ASBT (apical Na-dependent bile salt transporter —
proteina apical de transporte de sais biliares dependente de Na*), cuja funcéo é reabsorver

sais biliares (10).

5.1.2 Ciclo éntero-hepatico dos sais biliares

Ciclo éntero-hepatico ou circulacdo éntero-hepatica € o0 movimento das moléculas
de sais biliares do figado para o intestino e de volta ao figado. Os sais biliares séo

excretados pelos hepatdcitos através da membrana canalicular, passam pelos ductos biliares
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e seguem pelo intestino, onde sdo reabsorvidos ativamente no ileo terminal ou
passivamente no intestino grosso e retornam ao hepatdcito pelo sangue porta (12,13,14,15).

A circulacdo éntero-hepética permite a manutencao do pool de sais biliares, uma vez
que grande parte deles é reabsorvida no ileo terminal e retorna ao figado, resultando em
economia de energia. A circulacdo éntero-hepética envolve a biossintese dos sais biliares, a
partir do colesterol, a sua conjugacdo com glicina ou taurina, a sua excre¢ao para a arvore
biliar, a reabsorcdo no ileo terminal e célon e o retorno pela circulacdo porta até os
hepatécitos (12,14,15).

Sao necessarias, essencialmente, duas proteinas de transporte no ileo terminal e duas
no hepatdcito, para que a circulagdo éntero-hepatica possa ocorrer. A absorcdo no ileo
terminal ¢ mediada por um transportador dependente sédio (Na*) (ASBT — apical bile salt
transporter — proteina apical de transporte de sais biliares dependente de Na®*), enquanto a
liberacdo dos sais biliares do iledcito para a circulacdo porta € mediada por um complexo
heterodimero de duas proteinas OSTa/OSTp (organic solut transporter o/f — transportador
de soluto organico o/f). Os sais biliares sdo absorvidos na membrana basolateral do
hepatdcito por transporte ativo, mediado por Na® via NTCP (Na'-taurocholate
cotransporting polypetide — proteina de cotransporte do taurocolato de sédio). Absorcéo
independente de sdédio pode também ocorrer em menor escala mediada pelo OATP
(organic anion transporter polypeptide — polipeptideo de transporte de anion organico). Na
circulacdo éntero-hepética, os sais biliares sdo excretados para os canais biliares por
transporte ativo, por meio da BSEP (bile salt export pump — bomba de exportagéo de sais
biliares) (12,14,15).

A base para a circulagdo éntero-hepatica € o equilibrio entre a sintese de sais biliares

e sua preservacao no intestino. Esses dois estadios, sintese e preservacdo, sdo regulados
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pela ativacdo dos receptores nucleares FRX (receptor X de farnesoide) e PXR (receptor X
de pregnana), que inibem a sintese da enzima 7a-hidroxilase, responsavel pela sintese de
sais biliares a partir do colesterol. Esses receptores nucleares sdo regulados pela
concentracdo de sais biliares no hepatdcito ou no sangue, realizando uma contrarregulagao

negativa (15,16).

5.1.3 Mecanismos de colestase

As afeccdes colestéticas representam um grupo extenso e todos 0s grupos etarios
sdo atingidos. As causas variam de defeitos congénitos e afeccdes genéticas, a tumores das
vias biliares ou disturbios autoimunes, infecciosos e hormonais.

Podem-se distinguir duas formas principais de colestase: intra-hepética e extra-
hepética e duas categorias principais: defeitos inatos e defeitos adquiridos da excrecdo
biliar (11,14,17,18).

A inibicdo da excrecdo biliar pode originar-se por obstru¢cdo mecénica, alteracdes
imunitérias das vias biliares intra ou extra-hepéticas, defeitos genéticos nas proteinas de
transporte e alteracdes secundarias a drogas, hormonios, sepse e hepatites virais. (11,18).

Observam-se trés locais principais de inibicdo da excregéo biliar:

_ Nao hepatocelular, decorrente de obstru¢cdo mecénica por tumor, calculos ou processo
inflamatorio (pés-hepatocelular); mudancas hemodindmicas (pré-hepatocelular).

_ Hepatocelular por inibigdo da formacéo da bile, inibi¢do da biotransformacao, inibi¢do do
transporte biliar, piora da capacidade de concentrar a bile pelo aumento da permeabilidade.
_ Ductular por refluxo devido ao aumento da permeabilidade nos ductos biliares intra-

hepaticos. (18).
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Dentre os defeitos inatos da excre¢do biliar, destacam-se a colestase intra-hepética
familiar progressiva (PFIC), a colestase intra-hepatica benigna recorrente (BRIC), a fibrose
cistica. Entre os defeitos da excrecdo biliar adquiridos estdo a inflamacdo, as toxinas, as
drogas e os hormonios (11,14,15,17).

Na colestase por obstrucdo do fluxo biliar, diferenciam-se formas congénitas e
adquiridas. Entre os defeitos congénitos estdo a colestase intra-hepatica familiar
progressiva (PFIC), sindrome de Dubin-Jonhson e a fibrose cistica. Nas formas adquiridas:
nos ductos biliares pequenos: cirrose biliar primaria, colangite esclerosante priméria e
sindromes ductopénicas; nos ductos hepaticos maiores: calculos, tumores, colangite
esclerosante priméria e atresia de vias biliares (11,14,15,17,19,20).

Como resultado da colestase, independentemente do mecanismo, observa-se 0
acmulo de sais biliares, colesterol e outros componentes da bile no hepatécito, gerando
lesbes na membrana, que pioram a sua funcdo, diminuem a producdo de sais biliares e
alteram o ciclo éntero-hepatico, por conseguinte, a composicdo do sangue porta. Provoca
ainda, ativacdo de células e mediadores inflamatorios, resultando, em longo prazo, em
fibrose e cirrose hepatica (18,19).

Mecanismos de adaptacdo ao acumulo de sais biliares aparecem no figado, rins e
intestino delgado. O principal objetivo é diminuir a absor¢do e aumentar a excre¢do desses
compostos. No figado, aparecem mecanismos que diminuem a absorcdo pela membrana
basolateral do hepatdcito e aumenta o refluxo de sais biliares para o sangue sinusoidal (11).
Em nivel molecular, ocorre aumento ou diminuicdo da produgdo de proteinas carreadoras
de sais biliares nas membranas dos hepatocitos e na regulagdo da producgdo de sais biliares

por receptores localizados no nucleo do hepatdcito (11).
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A inibicdo da atividade de NTCP e OATP2 reduz a absorcéo dos sais biliares e
outros ions organicos, aumentando a atividade das proteinas MRP3 e MRP4 (normalmente
expressas em niveis muito baixos, na membrana basolateral), transportando sais biliares,
glutationa e demais ions organicos para a circulagdo sanguinea (11). Os receptores
nucleares FXR (receptor farnesoide X), PXR (receptor pregnana X) e CAR (receptor
constitutivo de androstana), atuam na regulacdo das proteinas carreadoras de sais biliares e

demais ions orgéanicos que compdem a bile (11).

5.2 Fibrose hepatica

A fibrose hepética é um processo dindmico, que envolve alteracdes moleculares e
celulares complexas, resultantes da ativacdo de mecanismos de reparo e cicatrizacdo, em
resposta a injuria tissular (21). Trata-se de um processo similar ao da cicatrizagdo (21).
Fibrose hepética é a lesdo caracteristica da hepatopatia crénica e pode evoluir para cirrose,
insuficiéncia hepaética, hipertensdo porta e carcinoma hepatocelular (22,23).

Até mesmo lesdes hepdticas agudas podem ativar mecanismos de geracdo de
fibrose. Para que a fibrose ocorra, entretanto, € necessario que o estimulo nocivo, causado
por infeccdo, drogas, desordens metabolicas ou alteragcBes autoimunes, seja mantido
continuamente (22,24). A fibrose pode progredir rapidamente em poucas semanas ou
meses, como pode acontecer na hepatite medicamentosa ou na recidiva de hepatite viral C,

apos transplante hepatico (24).
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5.2.1 Definicéo

Fibrose hepatica é caracterizada pelo acimulo de coladgeno e de outros componentes
da matriz extracelular no intersticio hepatocitario, em resposta a estimulo nocivo cronico,
levando a alteracdo da arquitetura e da funcdo do figado. O processo de fibrose hepatica
ocorre em trés fases principais: inflamacao, sintese de colageno e de outros componentes da
matriz extracelular e remodelacédo tissular. Soma-se a elas a capilarizagdo dos sinusoides
hepaticos (21,25,26).

A fase de inflamacdo consiste em resposta a estimulo nocivo, com a producédo de
citocinas e quimiocinas, originadas de células de Kupffer, linfocitos, células endoteliais dos
sinusoides, hepatécitos e plaquetas, com consequente ativacdo dos miofibroblastos e
principalmente, das células estreladas hepaticas, responsaveis pela sintese dos elementos da
matriz extracelular, resultando na fase de sintese de matriz extracelular. Na fase de
remodelacdo tissular, proteinas de degradacdo da matriz sdo produzidas pelas células de
Kupffer e pelos miofibroblastos, assim que os estimulos nocivos diminuem ou cessam. A
capilarizacdo dos sinusoides consiste na diminuicdo das fenestragdes das células do
endotélio sinusoidal, levando a alteracdes na configuracdo dos sinusoides, somada a
formagéo de membrana basal no espago de Disse, provocando o aumento da presséo porta.

Alguns autores atribuem a esse fato o inicio da hipertensao porta (24,26).

5.2.2 Mecanismo de lesdo hepatica

Apos dano hepatico agudo, ocorre a regeneracdo do parénquima hepético, com a

substituicdo de células necrosadas ou apoptéticas e resolucdo do processo inflamatdrio,
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com minima deposicdo de matriz extracelular. Caso o estimulo persista, a substitui¢do de
elementos celulares por matriz extracelular torna-se intensa, resultando em fibrose (22).

Independentemente da causa da lesdo hepatica, ha dois fendbmenos para a génese da
fibrose hepética: apoptose dos hepat6citos e ativagdo dos miofibroblastos, principalmente,
as células estreladas hepéticas (22,23,24,26,27,28).

A apoptose é um mecanismo comum de morte celular programada. Em condigdes
normais, apds ocorrer a apoptose, 0s corpos apoptéticos resultantes sdo fagocitados e
eliminados pelas células de Kupffer e por outros fagécitos do tecido hepatico. Quando ha
excesso de estimulos nocivos continuos e persistentes, reduz-se a capacidade de eliminacéao
desses elementos, permitindo a fagocitose dos corpos apoptoticos pelas células estreladas
hepéticas, 0 que resulta em sua ativagdo, com aumento da producdo de citocinas e fatores
inflamatorios. Essa sequéncia interfere na producdo de matriz extracelular, resultando em
fibrose hepaética e até cirrose (21,23,27,28).

Foi mostrado em varias doencas colestaticas e em modelos experimentais de
colestase e fibrose hepatica por ligadura do ducto hepatico, que o acimulo de sais biliares
nos hepatdcitos favorece a morte celular por apoptose, pela ativacdo de receptores Fas e
TRAIL - 1 e 2 (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand — indutor de
apoptose relacinado ao fator de necrose tumoral). Esses receptores ativam a cascata de
reacOes enzimaticas, cujo resultado € disfungdo mitocondrial e do reticulo endoplasmatico,
alteragBes na permeabilidade lisossomal, danos no DNA do ndcleo celular e culminando
com a fragmentacdo celular e a formacéo dos corpos apoptéticos (27,29).

A fibrogénese hepatica envolve a apoptose de hepatdcitos, recrutamento de células

inflamatdrias, células de Kupffer, células estreladas hepaticas e plaquetas, resultando na
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producéo de citocinas e ativacdo dos miofibroblastos, com a producgéo de excesso de matriz
extracelular (22,23, 24,25,26).

As citocinas estdo envolvidas no processo de ativacdo dos miofibroblastos, na
angiogénese e, consequentemente, na alteracdo estrutural dos sinusoides hepaticos e em
todo processo inflamatorio, que resultara na fibrose hepéatica. Nesses processos, destacam-
se a TGFp (transforming growth factor f — fator de transformagdo do crescimento ) e a
PDGF (platelet derived growth factor — fator de crescimento derivado das plaquetas)
(26,30,31). Nas alteracdes relativas a angiogénese e capilarizacdo dos sinusoides hepaticos
a angiotensina Il estd associada a essas citocinas, contribuindo para a instalacdo da
hipertensédo porta (30,31).

Os miofibroblastos ativados séo providos de movimentos, por meio da actina,
presente na parede celular. Migram para o parénquima hepatico, onde produzem colageno e
demais proteinas da matriz extracelular. Muitos atribuem a origem do miofibroblasto a
alteracdo do fendtipo de células presentes no figado, como células estreladas hepéticas
(lipdcitos ou células de 1to), fibroblastos circulantes, células endoteliais hepaticas, células
derivadas da medula dssea circulantes no tecido hepatico e colangidcitos. Entretanto, apesar
da possibilidade de transformagéo de todos esses tipos celulares, estudos comprovaram ser
a célula estrelada hepatica, a principal fonte de miofibroblasto ativado (26,32,33).

As fases de fibrose hepatica estdo de acordo com as fases evolutivas da célula
estrelada hepéatica. Podem-se distinguir trés fases evolutivas: iniciacdo, perpetuacdo e
resolugdo ou degradacdo da matriz extracelular. As duas primeiras compdem a chamada
ativacdo da célula estrelada (24,34). A fase de iniciacdo é um est&dio pré-inflamatorio,

referente a alteraces fenotipicas precoces na célula estrelada hepatica, que responde aos
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estimulos paréacrinos das células de Kupffer, células endoteliais e hepatocitos em apoptose e
a citocinas, principalmente, TGFB; e PDGF (24,34).

A fase de perpetuacdo envolve pelo menos seis alteracbes na forma e
comportamento da célula estrelada. As alteracGes estruturais sdo: proliferacdo, quimiotaxia,
fibrogénese, contratilidade, degradacéo da matriz extracelular e perda de retinoides (24,34).

A célula estrelada produz metaloproteinas (MMP), proteinas responsaveis pela
degradacdo da matriz extracelular. Durante a fase de perpetuacdo, a célula estrelada inibe a
acdo dessas MMPs por meio da secrecdo das TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases — inibidores tissulares de metaloproteinases) (24,26,34).

A Ultima fase é a resolucdo, refere-se a inativacdo da célula estrelada, ou pela
reducdo do nimero de células ativadas ou por apoptose em resposta a diminuicdo do

estimulo nocivo. Essa fase é mediada pela célula NK (natural killer) (34).

5.2.3 Reversibilidade da fibrose hepética

Apesar de alguns autores usarem os termos fibrose e cirrose hepatica como
sinbnimos, h& que distingui-los (35,36,37). Fibrose hepatica consiste na deposicao
excessiva de matriz extracelular em resposta a estimulos nocivos crénicos, cirrose consiste
em um estado cronico, difuso, caracterizado por fibrose hepatica, nddulos de regeneracao,
alteracdo da arquitetura lobular e formacdo de derivagdes vasculares entre 0s ramos da
artéria hepatica e da veia porta com ramos da veia hepatica. Tais derivacdes sdo os achados

fisiopatoldgicos essenciais na cirrose (36,37).
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Trabalhos recentes atestam a reversibilidade da fibrose hepatica em pacientes com
doenca avancada (22,35,36,37,38). Ainda que novas drogas antifibréticas estejam sendo
testadas, a retirada do fator causal da fibrose é fundamental nesse tratamento
(21,22,35,36,37,38).

Muitos autores preferem o termo regresséo da fibrose ao termo reversao (35,36,37).
A retirada do fator causal da fibrose pode levar a diminui¢do ou parada de evolugdo, como
se observa nas hepatites virais tratadas (35,36,37). Estabelecida a cirrose, ndo ha mais

regressao do processo, mesmo se for retirado o fator causal (35,36,37,38).
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6. Método

6.1.1 Amostra

Foram seguidas as recomendacdes do CETEA (Comité de Etica em Experimentagio
Animal) da UFMG, no cuidado e manejo dos animais. Este projeto foi aprovado pela
Céamara do Departamento de Cirurgia da Faculdade de medicina da UFMG e pelo
CETEA/UFMG (Apéndice 1).

Foram estudados trinta e dois ratos Wistar, machos, pesando entre 200 g e 300 g.
Todos os animais permaneceram sob as mesmas condicdes de alojamento e foram tratados
pelo mesmo profissional, no Biotério do Departamento de Parasitologia do ICB (Instituto
de Ciéncias Biologicas) da UFMG. Eles foram nutridos com racdo para ratos (Nuvilab® -
Nuvital — Colombo, PR) e tendo acesso livre a agua. Os animais foram mantidos em
namero quatro por gaiola e distribuidos em quatro grupos (n = 8, cada grupo):

_ Grupo 1: Controle

_ Grupo 2: Drenagem biliar

_ Grupo 3: Drenagem biliar + Derivacdo ileocdlica

_ Grupo 4: Drenagem biliar + Exclusdo do ileo terminal.

Todos os animais que morreram no poés-operatorio da primeira ou da segunda
operacdo foram excluidos e substituidos. Essas mortes ocorreram, com maior frequéncia,
nos primeiros dias pos-operatdrios, ndo comprometendo o estudo. Os animais que
apresentaram recanalizacdo do ducto hepatico ou apresentaram fistulas espontaneas entre o
coto proximal do ducto hepatico comum e estdmago, ou duodeno foram excluidos do
estudo e substituidos. A perda de animais ndo foi superior a 20 %, predominando, apds o

segundo procedimento cirurgico.
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6.2 Procedimentos

Os grupos 2, 3 e 4 foram submetidos a dois procedimentos cirdrgicos, enquanto o
Grupo 1, apenas a laparotomia e laparorrafia. Todos os ratos foram mortos apds oito
semanas, quando foi colhido material para exames bioquimicos e foram retirados figado,
rins e ileo terminal de cada animal, para analise histoldgica.

Foram respeitados os principios de assepsia e antissepsia durante os procedimentos.
Utilizaram-se fios, luvas e instrumental cirdrgico estéreis. Empregou-se alcool etilico a
70% na antissepsia.

Todos os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos anestésicos e
operados pelo mesmo cirurgido. Materiais cirurgicos, fios e técnica foram padronizados.
Utilizaram-se gorros, luvas, mascara e avental cirurgicos.

Os animais foram anestesiados e imobilizados com esparadrapo, sobre prancha
cirtrgica em posicdo de decubito dorsal horizontal. Durante todo o periodo de anestesia, 0s
ratos foram observados quanto as frequéncias respiratéria e cardiaca, movimentos
respiratérios e movimentacdo voluntéria, bem como a necessidade de realizar repiques de
anestésicos. Apos o fim de cada procedimento cirdrgico, cada animal foi mantido em local

ventilado e isolado, até a recuperacao pds-anestésica.

6.2.1 Anestesia
Todos 0s animais receberam anestesia intramuscular. Foram utilizados o
anestesicos xilazina a 2% (Virbac do Brasil - Jurubatuba SP) e quetamina a 10% (Ceva -

Paulinea SP), nas doses de 0,15 mg/kg e 0,25 mg/kg, respectivamente.
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6.2.2 Tricotomia abdominal

Os animais foram submetidos a tricotomia abdominal, por meio de raspagem com

lamina. A tricotomia foi necessaria apenas na primeira operacao, ndo havendo necessidade

nos procedimentos subsequentes. Figura 1.

Figura 1. Tricotomia abdominal.

6.2.3 Procedimentos cirurgicos
Os animais do Grupo 1 foram submetidos a laparotomia e laparorrafia, enquanto os
animais dos Grupos 2, 3 e 4 foram submetidos a laparotomia e ligadura dupla com fio de

seda 4-0 (Bioline — Anapolis, GO), seguido de seccdo do ducto hepatico comum, entre as
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ligaduras. Ap6s quatro semanas, todos os animais, excetos os do Grupo 1, foram
relaparotomizados e submetidos a drenagem biliar interna, que consistiu em colocagdo de
tubo de nelaton, com perimetro de 4 mm (4 Fr) (Mark Med - Braganca Paulista, SP), entre o
saco ductal, remanescente, e o duodeno.

Nos animais do Grupo 3 realizou-se, ainda, anastomose ileocdlica com um
centimetro de extensdo, com exclusdo parcial dos ultimos 10 cm do ileo terminal. Nos
animais do Grupo 4, os Gltimos 10 cm do ileo terminal foram ligados e desconectados do
transito intestinal e a seguir, realizou-se anastomose ileocdlica, configurando a excluséo

completa desse segmento de ileo terminal.

6.2.1.1 Técnica Cirurgica

6.2.1.1.1 Descricao dos procedimentos cirurgicos

Ligadura do ducto hepético (grupos 2, 3 e 4):
Laparotomia mediana;
Localizag&o do ducto biliar e sua dissec¢éo;
Ligadura dupla do ducto biliar com fio de seda 4-0 (Bioline - Anapolis, GO);
Seccdo do ducto entre as ligaduras;
Laparorrafia (plano musculoaponeurdtico) com fio de nailon 2-0 (Bioline -
Anépolis, GO);

Sutura de pele com fio de nailon 2-0 (Bioline - Anépolis, GO), Figura 2.
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AR

Figura 2. Ligadura do ducto hepatico comum com fio de seda 4-0 (Bioline - Anapolis, GO)

(seta verde).

Derivacdo biliodigestiva (Grupos 2, 3 e 4):
Laparotomia mediana.
Localizagdo do coto proximal do ducto hepatico e do duodeno.
Abertura do coto do ducto hepatico e passagem de cateter de nelaton 4 Fr (Mark
Med - Braganca Paulista, SP) e sua fixacao dupla com fio de seda 4-0 (Bioline -
Anapolis, GO).
Sutura em bolsa na parede duodenal com fio de poliglactina 910 5-0 (Bioline -

Anépolis, GO).
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Duodenotomia e introdugéo no duodeno da outra extremidade do cateter de nelaton
4 Fr ((Mark Med - Braganca Paulista, SP).

Fixag&o do cateter de nelaton ao duodeno, por meio da sutura em bolsa.

Laparorrafia (plano musculoaponeurético) com fio de néilon 2-0 (Bioline -
Anépolis, GO).

Sutura de pele com fio de nailon 2-0 (Bioline - Anépolis, GO), figuras 3 e 4.

Figura 3. Derivagéo biliodigestiva. Posicionamento e fixagdo de cateter de nelaton 4 Fr no

coto do ducto hepatico (seta preta) e duodeno (seta azul). Estdmago (seta amarela).



Figura 4. Resultado final da derivacdo biliodigestiva. Duodeno (seta amarela), derivagédo

biliodigestiva (seta verde).

Derivacdo biliodigestiva e anastomose ileocolica laterolateral (Grupo 3)
Antissepsia.
Laparotomia mediana.
Realizada derivacéo biliodigestiva, como descrito acima;
Identificado o ileo terminal e medidos 10 cm a partir da papila ileocecal,
Confeccionada anastomose do ileo com o co6lon ascendente, laterolateral, de 1 cm
de extensdo em plano Unico com fio de poliglactina 910 5-0 (Bioline - Anépolis,
GO).

Laparorrafia com fio de néilon 2-0 (Bioline - Anapolis, GO).
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Sutura de pele com fio de néailon 2-0 (Bioline - Anapolis, GO), Figura 5.

Figura 5. Anastomose ileocélica laterolateral entre o ileo a 10 cm da papila ileocecal e 0

célon ascendente (seta amarela). Ceco (seta verde), ileo terminal (seta azul).

Derivacdo biliodigestiva e anastomose ileocélica, com excluséo ileal (Grupo 4):
Antissepsia.
Laparotomia mediana.
Realizada derivacéo biliodigestiva, conforme descrito anteriormente.
Identificado o ileo terminal e medidos 10 cm a partir da papila ileocecal,
Ligadura dos vasos do mesentério com seda 4-0 (Bioline - Anapolis, GO), sec¢do
do ileo terminal a 10 cm do ileo terminal e ligadura dupla desse segmento, com fio

de seda 4-0 (Bioline - Anapolis, GO).
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Realizada anastomose terminolateral do segmento proximal do ileo com o célon
ascendente, em plano Unico com fio de poliglactina 910 5-0 (Bioline - Anépolis,
GO).

Laparorrafia com fio de néilon 2-0 (Bioline - Anapolis, GO).

Sutura de pele com fio de néilon 2-0 (Bioline - Anépolis, GO). Figuras 6.

Figura 6. Anastomose ileocolica, com exclusdo do ileo terminal. Anastomose ileocoélica

terminolateral (Seta preta). [leo terminal excluido (seta verde).

6.3 Coletas das amostras de tecidos e morte dos animais

Ao final de oito semanas, todos os animais do estudo foram mortos. Antes da morte,
procedeu-se a coleta de sangue, figado, rins e ileo terminal, para exames. Estes

procedimentos foram simultaneos.
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A morte dos animais seguiu as normas do CETEA UFMG. Os ratos foram
anestesiados com xilasina a 2% (Virbac do Brasil - Jurubatuba SP) e quetamina a 10%
(Ceva - Paulinea, SP), por via intramuscular e submetidos a laparotomia em cruz, para
melhor exposicao da cavidade abdominal. A morte se deu por hipovolemia, provocada pela
retirada de 6 ml de sangue por puncdo cardiaca e drenagem do sangue remanescente através
de abertura da veia cava caudal infrarrenal. Este sangue foi recolhido para exames
bioquimicos.

Em todos os animais, puncionou-se o coragdo, com agulha 25/7 G (subxifoidea) e
foram colhidos 6 ml de sangue, imediatamente transferidos para tubos pléastico sem
anticoagulante (Eppendorf do Brasil® - S&o Paulo, SP) e protegidos da luz, por papel
aluminio.

A seqguir, inventariou-se a cavidade, observando aspectos macroscopicos do figado,
da hepaticoduodenostomia, a presenca da cénula na derivacdo biliodigestiva, além do
aspecto macroscopico dos rins, ileo terminal e da anastomose ileocolica.

Foram retirados o figado, ambos os rins e segmento distal do ileo terminal de todos
0s animais, para estudo histologico. Esses espécimes foram lavados com agua corrente e
colocados em recipientes com solugdo aquosa de formaldeido a 10 %, tamponada com

fosfato de sédio (Analab - Juiz de Fora, MG).

6.4 Analise bioquimica

As amostras de sangue coletadas, foram encaminhadas, imediatamente a0 mesmo
laboratério de patologia clinica, para processamento e realizacdo dos seguintes exames:

albumina, bilirrubina direta, e indireta, AST, ALT, fosfatase alcalina, yGT, ureia e
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creatinina. Todos esses exames foram feitos no mesmo aparelho - Cobas Mira Plus®
(Roche Diagnostic Sistems - Nutley —New Jersey).

O valor de cada variavel bioguimica foi medido automaticamente pelo aparelho
Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic Sistems - Nutley —New Jersey), no soro, obedecendo
as reacOes e 0s métodos de leitura pré-estabelecidos pelo fabricante do aparelho. As leituras
foram feitas pelas reacgdes abaixo:
_ Albumina — colorimétrico — verde de bromocresol;
_ AST - cinético ultravioleta;
__ALT - cinético ultravioleta;
_ Bilirrubinas — Sims-Horn;
_ Fosfatase alcalina — cinético;
_ yGT - cinético;
_ Creatinina — cinético;

_ Ureia - cinético ultravioleta.

6.5 Analise histologica

Foi realizada analise macroscopica dos Orgdos buscando-se detectar alteracdes
estruturais. A seguir, o figado, os rins e o ileo terminal de cada animal de todos 0s grupos
foram cortados e devidamente processados para andlise histoldgica.

Apos a fixacdo em parafina (Inlab - Sdo Paulo, SP), realizaram-se cortes de 5 pm
com micrometro (Koch - S&o Paulo, SP). Os tecidos fixados foram corados com
hematoxilina e eosina (Inlab - S&o Paulo, SP), tricromico de Gomori (Inlab - S&o Paulo,

SP) e PAS (&cido periddico de Shiff - Inlab - Sdo Paulo, SP).
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A avaliacdo histoldgica foi feita por um Unico patologista, que desconhecia o grupo
a que pertencia cada tecido.

Verificaram-se o grau de fibrose hepatica e alteraces da histologia renal e do ileo
terminal. Em relacdo a fibrose hepética, utilizou-se classificagdo semiquantitativa, de
acordo com a intensidade e 0 acometimento difuso em cada amostra. Foi adotada a seguinte

escala de fibrose hepética de Ishak et al (39,40):

0 auséncia de fibrose

1 pouca fibrose

2 fibrose entre pouca e moderada

3 fibrose moderada

4 fibrose entre moderada e intensa
5 fibrose intensa

6 cirrose.

Na avaliacdo histoldgica de rim e ileo terminal buscaram-se altera¢es qualitativas,

pois ndo ha na literatura escore especifico para quantificar tais alteracdes.

6.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences), versdo 15.0. Foram utilizados os testes de analise de variancia
ANOVA e de Kruskal-Wallis, para comparacdo de medianas dos exames bioguimicos, por
serem testes que podem comparar dois ou mais grupos. Para valores paramétricos utilizou-
se a analise de variancia ANOVA e para 0s ndo paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis.

Utilizaram-se testes como os de Levene, Kolmogorov-Simonov, Shapiro-Wilk, para
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determinar se os valores eram ou ndao paramétricos e dessa forma aplicar o teste estatistico
mais adequado, como pode ser visto na Tabela 1. Para vardveis categoricas, como a
intensidade da fibrose hepatica utilizou-se os testes de Pearson e de Fisher (qui ao
quadrado). O intervalo de confianga foi de 95 % e o nivel de significancia considerado foi
de 5% (p < 0,05).

Os valores identificados como outlayers foram estudados em graficos e avaliados se

poderiam alterar a analise global dos dados e significancia dos resultados.

Tabela 1 - Analise da normalidade dos dados (valores paramétricos e nao
paramétricos)

Teste de
homogeneidade Teste de

Resultados das variancias Normalidade dos dados Teste

Levene Kolmogorov-  Shapiro- ;oo Mesocdrtica

Smirnov Wilk

Albumina (g/dl) 0,22 0,200 0,694 0,27 0,12 ANOVA
Fosfatase alcalina (U/1) 050 0,200 0,018 2,92 2,71 ANOVA
AST (Uh) 0,02 0,001 <0001 471 5,50 KW
ALT (UN) 0,01 0,001 <0,001 3,77 3,74 KW
YGT (U 0,10 <0,001 <0001 7,94 13,91 KW
Bilirrubina direta (mg/dl) 019 <0.001 <0.001 711 917 KW
Bilirrubina indireta (mg/dl) 0,09 < 0,001 <0001 718 14,54 KW
Ureia (mg/dl) < 0,001 < 0,001 <0,001 7,07 10,9 KW
Creatinina (mg/dl) 0.90 0,051 0,235 -1,53 0,54 ANOVA

AST: aspartatoaminotransferas; ALT: alanina-aminotransferase;
vyGT: gamaglutamiltransferas; KW: Kruskal-Wallys
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7. Resultados

Apds a coleta e processamento dos dados, os mesmos forma submetidos a andlise
estatistica com os testes mais adequados e obtiveram-se 0s resultados, que serdo descritos a
sequir.

Na avaliacdo macroscopica nao foram identificadas alteracdes no figado, nos rins e
no ileo terminal, dos animais do Grupo 1 (controle). N&do foi identificada sinais
macroscopicos de cirrose hepatica nos ratos dos grupos 2, 3 e 4, apesar de ser observado
aumento de volume do figado e alteracdo da cor desses figados (pardacentos). Também néo
se observaram alteracBes macroscopicas importantes nos rins e segmentos de ileo terminal
dos ratos dos quatro grupos do estudo.

N&o houve relacdo entre intensidade da fibrose hepatica e alteracdes nas provas de

funcdo hepatica e na bioguimica renal.

7.1 Avaliacao dos resultados dos valores bioquimicos hepaticos e renais

Os valores dos testes bioquimicos de funcdo hepatica e renal foram submetidos aos
testes estatisticos, segundo o padrdo de normalidade (varidveis paramétricas e nao
paramétricas), como fora explicado no método. Foram obtidos os valores estatisticos
basicos, que aparecem nas tabelas 2,3,4 e 5. Assim, estdo anotados os valores da média,
mediana, valor minimo e méximo dos grupos 1, 2, 3 e 4. No Apéndice 2 estdo

discriminados os valores encontrados por animal e por grupo (tabelas Al a A4).



Tabela 2 - Valores minimo, média,

Grupo 1 (Controle)

36

mediana e maximo das variaveis bioquimicas do

Variavel Minimo Média Mediana Maximo
Albumina (g/dl) 2,0 2,3 2,3 2,4
ALT(U/) 73,0 87,8 90,0 93,0
AST (U/l) 151,0 213,3 188,0 356,0
BD (mg/dl) 0,01 0,1 0,07 0,13
Bl (mg/dl) 0,01 0,1 0,04 0,12
yGT (U/) 0,0 1,1 1,0 1,9
FA (U/l) 2948 434,7 451,7 611,4
Creatinina (mg/dl) 0,56 0,7 0,59 0,89
Ureia (mg/dl) 34,0 41,8 42,0 42,0

AST: aspartatoaminotransferase; ALT: alanina-aminotrasnferase;
BD bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; FA.: fosfatase alcalina

yGT: gamaglutamiltransferase.

Tabela 3 - Valores minimo, média, mediana e maximo das variaveis bioquimicas do
Grupo 2 (Drenagem biliar).

Variavel Minimo Média Mediana Maximo
Albumina (g/dl) 1,9 2,2 2,1 2,7
ALT(U/) 68,0 108,1 84,5 227,0
AST (U/) 150,0 246,9 203,5 504,0
BD (mg/dl) 0,01 0,7 0,03 5,34
Bl (mg/dl) 0,05 0,4 0,22 1,41
yGT (U/l) 0,7 6,8 2,4 36,7
FA (U/) 202,2 452,0 398,5 830,9
Creatinina (mg/dl) 0,21 0,6 0,59 0,77
Ureia (mg/dl) 38,0 49,1 51,5 58,0

AST: aspartatoaminotransferase; ALT: alanina-aminotrasnferase;
BD: bilirrubina direta; Bl: bilirrubina indireta; FA: fosfatase alcalina

yGT: gamaglutamiltransferase.
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Tabela 4 - Valores minimo, média, mediana e maximo das variaveis bioquimicas do
Grupo 3 (Drenagem biliar + Anastomose ileocoélica).

Variavel Minimo Média Mediana Maximo
Albumina (g/dl) 1,8 2,1 2,1 2,4
ALT(U/) 68,0 103,4 103,5 141,0
AST (U/l) 122,0 2224 184,5 368,0
BD (mg/dl) 0,01 0,6 0,03 4,06
Bl (mg/dl) 0,01 0,3 0,30 0,55
yGT (U/l) 0,5 3,6 1,6 11,0
Fosf. Alc. (U/l) 168,8 334,0 280,7 673,2
Creatinina (mg/dl) 0,6 0,6 0,61 0,74
Ureia (mg/dl) 33,0 45,1 42,0 62,0

AST: aspartato-aminotransferase; ALT: alanina-aminotrasnferase;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; FA: fosfatase alcalina
vyGT: gamaglutamiltransferase.

Tabela 5 - Valores minimo, média, mediana e maximo das variaveis bioquimicas do
Grupo 4 (Drenagem biliar + Exclusdo do ileo terminal).

Variavel Minimo Média Mediana Maximo
Albumina (g/dl) 1,7 2,1 2,1 2,4
ALT(U/) 69,0 123,6 134,5 170,0
AST (U/) 106,0 360,3 277,0 780,0
BD(mg/dl) 0,03 0,9 0,21 5,23
Bl (mg/dl) 0,01 0,2 0,17 0,48
yGT (U/l) 1,2 6,8 3,5 27,0
FA (U/) 276,4 527,5 462,0 1083,0
Creatinina (mg/dl) 0,15 0,4 0,41 0,51
Ureia (mg/dl) 50,0 92,9 92,9 186,0

AST: aspartato-aminotransferase; ALT: alanina-aminotrasnferase;
BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta; FA: fosfatase alcalina
vGT: gamaglutamiltransferase.

Foram comparados os valores bioquimicos hepaticos e renais, entre os grupos 2, 3 e
4 e 0 Grupo 1 (controle) pelos testes de analise de variancia Anova e Kruskal-Wallis. Os
resultados dessas comparacOes podem ser vistos na Tabela 6. Deve-se mencionar que foram
identificados valores outlayers em todas as varidveis, exceto albumina e creatinina.
Realizou-se a analise com e sem esses valores outlayers, mesmo ndo tendo havido

diferenca importante, com e sem esses valores, optou-se pela analise com os outlaeyrs. Os
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resultados dos célculos, excluidos os valores outlayers podem ser verificados no Apéndice

3.

Tabela 6 - Andlise comparativa por grupo dos resultados dos exames biogquimicos
hepéticos e renais dos ratos.

Variavel 1:2 1:3 1:4 Teste

Albumina (g/dl) 0,903 0,303 0,490 ANOVA
ALT (U/) 0,598 0,245 0,035* Kruskal-Wallis
AST (U/l) 0,636 0,916 0,074 Kruskal-Wallis
BD (mg/dl) 0,874 0,596 0,018* Kruskal-Wallis
Bl (mg/dl) 0.004* 0,056 0,056 Kruskal-Wallis

Fos. alc. (U/l) 0,996 0,619 0,674 ANOVA
yGT (U/) 0,018* 0,207 0,004* Kruskal-Wallis

Creatinina (mg/dl) 0,535 0,935 0,003* ANOVA
Ureia (mg/dl) 0,058 0,674 0,002* Kruskal-Wallis

ALT: alanina-aminotransferase; AST: aspartato-aminotransferase; BD: bilirrubina direta; BI: bilirrubina indireta;
FA.: fosfatase alcalina;yGT: gamaglutamiltransferase; * : p < 0,05 (significancia estatistica).

1: controle; 2: drenagem biliar; 3: drenagem biliar + derivacéo ileocdlica;

4: drenagem biliar + excluséo do ileo terminal.

Verificou-se na comparagdo com o Grupo 1 (controle), que os animais do Grupo 3
ndo apresentaram diferenca nas varidveis estudadas. Os animais do Grupo 2 mostraram
diferencga na bilirrubina indireta (p = 0,004) ¢ na yGT (p= 0,018) e os animais do Grupo 4
houve diferencas nos valores de ALT (p = 0,035), bilirrubina direta (0,018), yGT (p =
0,04), creatinina (p = 0,003) e ureia (p = 0,002). Caso ndo se considerem o0s valores de
outlayers (Tabela A5 - Apéndice 3), verifica-se que ndo houve significancia da variavel
yGT do Grupo 2 (p = 0,055) e em relacdo a AST do Grupo 4, houve diferenca (p = 0,037).
Comeparar tabelas 6 e A5 do Apéndice 3.

Foram comparados também os grupos 2, 3 e 4, para avaliar se apresentaram

diferencas entre si, como pode ser visto na tabela 7. Novamente, foi optado pela
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manutencdo dos outlayers. Os valores de p sendo desconsiderados os outlayers estdo

contidos na Tabela A6 do Apéndice 3.

Tabela 7 — Avaliacdo da significancia estatistica (p), na comparacao das variaveis
bioguimicas dos grupos 2, 3 e 4.

Variavel 2:3 2:4 3:4 Teste
Albumina (g/dl) 0,580 0,777 0,746 ANOVA
ALT (U/) 0,325 0,049* 0,172 Kruskal-Wallis
AST (U/l) 0,728 0,083 0,189 Kruskal-Wallis
BD(mg/dl) 0,947 0,025* 0,018* Kruskal-Wallis
Bl(mg/dl) 0,562 0,816 0,461 Kruskal-Wallis
Fos. alc. (U/l) 0,339 0,999 0,183 ANOVA
yGT (U/1) 0,817 0,371 0,355 Kruskal-Wallis
Creatinina (mg/dl) 0,647 0,001* 0,001* ANOVA
Ureia (mg/dl) 0,371 0,014* 0,009* Kruskal-Wallis

ALT: alanina-aminotransferase; AST: aspartatoaminotransferase; BD: bilirrubina direta; Bl: bilirrubina indireta;
FA: fosfatase alcalina;yGT: gamaglutamiltransferase; * : p < 0,05 (significancia estatistica).

2: drenagem biliar; 3: drenagem biliar + derivagdo ileocélica;

4: drenagem biliar + excluséo do ileo terminal.

A comparagdo das variaveis bioquimicas dos grupos 2, 3 e 4, mostrou que nédo
houve diferenca estatistica entre as variaveis dos grupos 2 e 3. Entre 0s grupos 2 e 4,
verificou-se diferenca nos valores de ALT (p = 0,049), bilirrubina direta (p = 0,025), ureia
(p = 0,014) e creatinina (p = 0,001). Se forem retirados os outlayers, as significancias em
relacdo a bilirrubina direta, ureia e creatinina sdo mantidas, mas o valor de p da ALT torna-
se ndo significativo (p = 0,172), como pode ser visto na Tabela A6 do Apéndice 3.

Na comparagdo dos grupos 3 e 4, verificou-se diferenca nas varaveis bilirrubina
direta (p = 0,018), creatinina (p = 0,001) e ureia (p = 0,009). Se forem levados em conta 0s

valores dos outlayers, estas significancias persistem. Ver tabelas 7 e A®6.
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7.2 Avaliacdo da intensidade da fibrose hepética

Foi utilizado o escore preconizado por Ishak et al (39,40), sendo, pois, uma
comparacao de variavel semiquantitativa. Ndo houve cirrose em animal algum dos quatro
grupos. A intensidade da fibrose variou de pouca fibrose a fibrose intensa (ver escala -
pagina 29). Utilizou-se o teste de Pearson para obter o resultado da significancia estatistica
(p < 0,05). As figuras abaixo (7, 8 e 9) ilustram o figado normal, com fibrose moderada e

fibrose intensa, respectivamente. A Tabela 8 mostra intensidade da fibrose por animal, por

grupo.

Figura 7. Fotomicrografia da histologia normal de figado de rato do Grupo controle

(coloracdo tricrémico de Gomori — x 400).
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Figura 8. Fotomicrografia mostrando aspecto histologico de fibrose hepatica moderada
(setas amarelas) em rato do Grupo 3 (Drenagem biliar + Anastomose ileocdlica).
(Coloracéo tricromico de Gomori — x 100).

Figura 9. Fotomicrografia mostrando aspecto histoldgico de figado de rato apresentando
fibrose hepética intensa (seta) em rato do Grupo 2 (Drenagem biliar). Tricrémico de
Gomori - x 100.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos animais de acordo com a intensidade da fibrose hepatica

Animal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

1 0 5 3 3
2 0 1 3 3
3 0 1 3 3
4 0 3 2 2
5 0 2 1 1
6 0 3 3 3
7 0 3 3 3
8 0 3 3 3

Escore de Ishak et al

0 -------- fibrose ausente

1 - pouca fibrose

2 - fibrose entre pouca e moderada

3 - fibrose moderada

R fibrose entre moderada e intensa

5 fibrose intensa

6 ----------- cirrose

Grupo 1: Controle

Grupo 2: Drenagem biliar

Grupo 3: Drenagem biliar + Derivacdo ileocélica
Grupo 4: Drenagem biliar + Exclusdo do ileo terminal.

Ao se analisar os resultados, verificou-se que todos 0s grupos apresentaram
significancia em relacdo ao grupo controle. Na tabela acima, verifica-se que nenhum animal
do Grupo 1 (controle) apresentou fibrose hepatica, ao passo que todos os animais dos
demais grupos apresentaram algum grau de fibrose. Quando foram comparados 0s grupos

2, 3 e 4 entre si, ndo foi encontrada diferenca entre eles, conforme a tabela abaixo.

Tabela 9 — Avaliacédo da significancia estatistica da comparacdo entre 0s grupos, em
real¢do a intensidade da fibrose hepatica.

1:2 1:3 1:4 2:3 2:4 34

Valor de p 0,003* 0,001* 0,001* 0,630 0,613 0,247

Teste de Pearson. *: p < 0,05

Grupo 1: Controle

Grupo 2: Drenagem biliar

Grupo 3: Drenagem biliar + Derivagéo ileocdlica
Grupo 4: Drenagem biliar + Exclus&o do ileo terminal.
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7.3 Avaliacdo da morfologia renal

Em relacdo a morfologia renal, ndo foram encontradas diferencas a microscopia
Optica entre os animais dos quatro grupos. A analise foi descritiva, ndo havendo elementos
e meios quantitativos ou semiquantitativos suficientes para detectar diferencas. A Figura 10

representa um exemplo de histologia renal.

Figura 10 — Fotomicrografia de rim de rato do Grupo 4 (Drenagem biliar + excluséo do ileo

terminal). Coloracdo PAS — 400 x. Seta vermelha: pigmento biliar.

7.4 Avaliacado da morfologia do ileo terminal

Ao serem comparados os segmentos de ileo terminal ndo se observaram alteracdes

em relacdo a estrutura histolégica a microscopia Optica, nos animais dos quatro grupos.
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Detectou-se que os animais do Grupo 3 apresentavam dilatacdo e espessamento de toda a
parede intestinal, porém sem alteracdo na estrutura e tamanho das vilosidades e criptas,
além da auséncia de qualquer outro elemento anormal. Nos animais do Grupo 4, como 0
segmento ileal estava excluido, notou-se adelgagamento de todas as camadas, sem, no
entanto, mostrar desordem estrutural. Essa avaliagcdo, sendo qualitativa e descritiva ndo tem
capacidade de mostrar diferencas entre os grupos. As figuras 11, 12 e 13 trazem aspectos

histolégicos do ileo de animais dos grupos 1, 3 e 4.

Figura 11. Fotomicrografia mostrando aspecto histolégico normal de ileo terminal de rato

do Grupo controle. Coloragdo hematoxilina e eosina — x 100.
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Figura 12. Fotomicrografia de aspecto histoldgico de figado de rato do Grupo 3 (Drenagem
biliar + Anastomose ileocélica). Observa-se espessamento das camadas (seta). Coloracdo

hematoxilina e eosina — x 100.

Figura 13 — Fotomicrografia mostrando corte sagital de ileo terminal de rato do Grupo 4

(Drenagem biliar + Exclusao do ileo terminal). Coloracdo hematoxilina e eosina — x 100.
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8. Discussao

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa sobre ictericia obstrutiva, iniciada na
década de 1980 e que estuda aspectos morfoldgicos e funcionais de diversos 6rgaos em
presenca de ictericia, em nivel clinico e experimental. Novas propostas de tratamento foram
comparadas com as abordagens terapéuticas existentes (4,41-50).

Em tese de mestrado defendida por nds, verificamos que a resseccdo dos ultimos
centimetros do ileo terminal em ratas Wistar, com ligadura do ducto hepatico, influencia na
intensidade da fibrose hepatica e nas provas de funcédo hepatica, comparando com ratas com
colestase extra-hepatica (4). O trabalho atual é uma continuacdo e apresentou diferencas
marcantes em relacdo ao trabalho do mestrado, tanto no método, quanto nos resultados
obtidos. Em relacdo ao método, houve trés diferencas marcantes, a forma de exclusdo do
ileo terminal, a utilizacdo apenas de ratos machos e a associacdo a procedimento de
drenagem biliar.

Foram utilizadas duas formas de exclusdo do ileo terminal, a primeira consistia na
exclusdo parcial do ileo terminal por meio de anastomose ileocdlica laterolateral, a dez
centimetros da papila ileal e a segunda forma de exclusdo ileal consistiu na sec¢do
fechamento dos ultimos dez centimetros do ileo terminal, resultando na exclusdo completa
desse segmento intestinal. A continuidade do transito intestinal deu-se pela anastomose da
porcdo ileal proximal a ligadura, com o c6lon ascendente.

Neste estudo utilizaram-se, apenas, ratos machos, a fim de evitar alteracdes ligadas

ao ciclo menstrual ou ovulacdo, enquanto naquele estudo foram utilizadas apenas fémeas

(4).
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A outra diferenca foi a confeccdo de drenagem biliar interna, a fim de restituir o
ciclo éntero-hepatico e o fluxo biliar para o intestino, apds quatro semanas de ligadura do
ducto hepéatico. Com isso, poder-se-iam avaliar os efeitos dos procedimentos no ileo
terminal, em presenca da circulacdo bilioentérica.

Nosso primeiro trabalho deixou algumas questdes a serem estudadas: menor
intensidade de fibrose hepética e diminuicdo dos niveis de bilirrubina indireta no grupo da
resseccao do ileo terminal, na auséncia de fluxo biliar para o intestino (4). Essas alteraces
poderiam estar ligadas a diminuicdo da absorcdo de sais biliares no ileo terminal.
Entretanto, ndo havendo fluxo biliar para o intestino, sugeriria algum processo de regulagéo
entre figado, rim e ileo terminal.

Ndo foram encontrados na literatura trabalhos experimentais ou clinicos que
avaliaram a influéncia da exclusdo parcial do ileo terminal sobre o figado, rins e ileo
terminal, na presenca de colestase. Neste trabalho, procurou-se estudar a morfologia e a
funcdo de todos os componentes do ciclo éntero-hepatico. Além disso, estudou-se a
influéncia da drenagem biliar associada & exclus&o ileal parcial e total. Provocou-se, em um
primeiro tempo, colestase e fibrose hepatica pela ligadura e seccdo do ducto hepatico
comum e, em um segundo tempo, confeccionou-se drenagem biliar interna associada ou
ndo a procedimentos no ileo terminal, com o objetivo de provocar a exclusdo parcial ou
total dos ultimos centimetros deste segmento do ileo e interferir na reabsor¢do dos sais
biliares, alterando o ciclo éntero-hepatico e os efeitos do acumulo dos sais biliares no
figado, rins e ileo terminal.

Para provocar colestase e fibrose hepatica, utilizou-se o modelo de Kountouras et al,

pelo qual o ducto hepatico comum ¢é ligado e seccionado, produzindo fibrose hepética e
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cirrose em quatro semanas (51). Apesar da auséncia de cirrose hepatica, 0 modelo foi
adequado para a obtencdao de colestase e fibrose hepética e seus efeitos.

N&o ha consenso na literatura se a ligadura do ducto hepatico comum, em ratos,
produz fibrose ou cirrose hepatica. Muitos autores usam inadequadamente os dois termos
como sinénimos (47,51,52). A ligadura prolongada do ducto hepético, em ratos, provoca
alteracGes no parénquima hepatico que se assemelham a nddulos, sem caracterizar nédulos
verdadeiros e cirrose hepatica (52). Na avaliagdo histoldgica executada no atual estudo, ndo
se observaram nodulos hepaticos, ou figados cirréticos, corroborando o trabalho de
Vasconcellos et al (47), que ndo encontrou cirrose nos ratos apds 40 dias de ligadura do
ducto hepatico. Pelos resultados deste trabalho, a ligadura do ducto hepético por quatro
semanas, pode representar, nesse modelo murino de fibrose hepética, o periodo no qual a
fibrose hepética pode tornar-se irreversivel.

N&o ha acordo na literatura sobre qual o melhor procedimento de drenagem biliar
interna em ratos, se hepaticoduodenostomia (53,54,55) ou hepaticojejunostomia em Y de
Roux (52,56). Optou-se, entdo, pela hepaticoduodenostomia segundo a técnica de Ryan et
al (41), modificada por Wen Li et al (55), por parecer mais segura, rapida e com menor
risco de complicagoes.

Zimmermann et al avaliaram a regressao da fibrose hepatica em ratos submetidos a
ligadura do ducto hepéatico comum, por trés semanas. Segundo esses autores, 0 periodo de
quatro semanas de ligadura, aumentava a mortalidade pos-operatdria. Nesse estudo houve
melhora da arquitetura e da fungdo hepética apos trés semanas de drenagem biliar, porém
ndo houve normalizacdo completa da histologia hepatica (52). Abdel-Aziz et al verificaram
a regressao da fibrose hepatica e melhora laboratorial, apds trés semanas de drenagem

biliar, em ratos submetidos a duas semanas de obstrucdo biliar (54). Wen Li et al
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compararam a drenagem biliar interna e externa ap6s ligadura do ducto hepatico e
verificaram a regressdo da fibrose em ambos os tipos de drenagem, no entanto, a melhora
foi mais acentuada no grupo de animais com drenagem biliar interna (55). Jalink et al
verificaram melhora nos niveis de pressdo na veia porta e da arquitetura hepética, em ratos,
apos a drenagem biliar interna, porém os valores da pressao na veia porta ainda persistiram
alterados (56).

Marinelli Ibarreta et al e Aronson et al avaliaram a morfologia hepatica e as provas
bioquimicas ap6s ligadura do ducto hepético seguida de drenagem biliar. Os primeiros
autores observaram que houve progressao da lesdo hepética, ao passo que 0s outros autores
verificaram a melhora das provas de funcdo hepética e involugdo, sem normalizacdo do
aspecto histoldgico do figado (57,58). Duval-Araujo et al, nesta mesma linha de pesquisa,
verificaram piora da histologia hepéatica em ratos submetidos a ligadura do ducto hepatico
que receberam sais biliares exdgenos por via oral (44).

O trabalho atual verificou que, no periodo de quatro semanas de ligadura do ducto
hepético, houve mortalidade mais elevada, principalmente apds o segundo procedimento
cirdrgico, no entanto, essa mortalidade ndo foi tdo expressiva a ponto de invalidar este
modelo experimental. Os resultados estdo mais proximos aos de Marinelli Ibarreta et al
(57), com a presenca de fibrose hepéatica em todos os ratos, mesmo apos a drenagem biliar.
A derivacdo ileocdlica, parcial ou total apesar de representar fator adicional para drenagem
biliar e diminuicdo do pool de sais biliares, ndo foi vantajosa para reducdo da fibrose
hepética. Talvez o periodo de quatro semanas de ligadura do ducto hepaético, ja tenha sido
atingido um estédio de alteracdo estrutural do figado, que ndo possa ser revertido.

Existem dois mecanismos para aumento da fibrose hepética na obstrucdo biliar, a

proliferacdo ductal e a produgéo de matriz extracelular. A drenagem biliar parece ser mais
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eficaz na reducdo da proliferagdo ductal. Segundo alguns autores, a fibrose torna-se
irreversivel quando hé formacdo de pontes de fibrose entre os espacos porta (58).

Se forem comparados os resultados deste trabalho com os de nosso trabalho
anterior, no que concerne a intensidade da fibrose hepética, verifica-se que no estudo atual
houve tendéncia a reducdo das lesdes, apesar de todos os animais ainda persistirem com
algum grau de fibrose hepatica. Deve-se mencionar que neste trabalho, realizou-se a
drenagem biliar interna, fato relevante para a diminuicdo do acimulo de sais biliares no
figado, com consequente, reducdo do dano hepético.

Medeiros et al observaram que em ratos jovens, a ligadura do ducto hepatico evolui
mais intensamente para fibrose hepatica, ao passo que, nos ratos adultos predomina a
proliferacdo ductal (59). Nesse trabalho utilizaram-se apenas ratos adultos, eliminando a
interferéncia etaria.

Os resultados do trabalho atual, no tocante a fibrose hepatica, sdo corroborados
pelos estudos de Marinelli Ibarreta et al (57) e de Kountouras et al (51), comprovando que
a ligadura do ducto hepatico, mesmo com a drenagem biliar, pode ser um modelo adequado
para estudo da fibrose hepética. A associacdo dos procedimentos de exclusdo ileal, parcial
ou total, ao procedimento de drenagem biliar, ndo apresentou vantagem, sobre a drenagem
biliar isolada, em relagdo a intensidade da fibrose hepatica, quando aplicados a esse
periodo de obstrucéo biliar.

Outro enfoque deste trabalho foi a avaliagdo do comportamento das provas de
funcdo hepatica apos os procedimentos de drenagem biliar e derivagdo ileocol6nica. Varios
estudos experimentais avaliaram o efeito da ligadura do ducto hepético nas provas de
funcdo hepética. Eles descrevem o aumento de AST, ALT, fosfatase alcalina, yGT ¢

bilirrubinas ao longo das trés primeiras semanas, com sua queda gradual, secundaria a
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deterioracdo da funcdo hepatica (60-64). Quaresma et al verificaram que a oclusdo parcial
do ducto hepético, em ratos, ndo altera essas provas bioquimicas (64). Marinelli Ibarreta et
al (57) e Younes et al (65) observaram a normalizacdo das enzimas hepaticas apos
derivacéo biliar, exceto dos valores de albumina, que persistiram mais baixos.

No trabalho atual, seria de se esperar, que os valores das bilirrubinas, albumina,
AST, ALT, fosfatase alcalina e yGT fossem mais proximos dos valores do Grupo controle,
pois a obstrucdo biliar fora resolvida e os principais agente toxicos passaram a ser
eliminados, diminuindo a agressao hepatica. Nos grupos 3 e 4, submetidos, respectivamente
a derivacgdo ileocdlica laterolateral e exclusdo total do ileo terminal, seria de se esperar
menor reabsorgéo de sais biliares e sua maior eliminagdo nas fezes. Estes procedimentos
diminuiriam a absorcdo de sais biliares no ileo terminal, aumentariam a excrecéo fecal
desses compostos, diminuindo a circulacdo éntero-hepatica dos sais biliares e consequente,
diminuicdo do dano hepatico. No entanto, pelos resultados das provas bioquimicas,
verifica-se que no Grupo 4 (exclusdo total do ileo) as provas bioquimicas ALT, bilirrubina
direta ¢ yGT permaneceram alteradas em relagd0 ao grupo controle, com provavel
persisténcia do dano hepético, ou disfuncéo do figado. Os grupos 2 e 3 ndo apresentaram, a
grosso modo, indicios de piora ou persisténcia de dano hepéatico, mesmo com valores
alterados de yGT e bilirrubina indireta do Grupo 2, que ndo representa, em si perfil
bioquimico de disfuncdo hepatica. Verifica-se também que o valor de YGT do Grupo 2 ¢é a
Unica variavel bioquimica, cujo resultado é influenciado por valor de outlayer (tabela 7 e
A6). Na comparacdo entre os grupos 2, 3 e 4, parece néo ter havido superioridade de um

procedimento sobre o outro, em relacdo as provas bioquimicas de funcéo hepatica.
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N&o houve diferenca nas medidas de albumina entre 0s quatro grupos, esse
resultado contrapée os de Marinelli Ibarreta et al (57) e Younes et al (65), que
evidenciaram hipoalbuminemia mesmo apds a drenagem biliar.

Relatos de alteracdes da absorcao de sais biliares no ileo terminal, em pacientes com
ileites, doenca de Crohn e ressecc¢des intestinais, comprovam a influéncia dessa parte do
intestino delgado na circulacdo éntero-hepatica (66), o que também justifica a analise
desses procedimentos de exclusdo ileal, como forma de tratamento para doencas
colestaticas. Entretanto, pelos resultados aqui obtidos, ndo se justifica a exclusdo do ileo
terminal, em presenca de fibrose hepatica.

Outros aspectos levantados neste trabalho dizem respeito a morfologia e a
bioquimica renal. Sabe-se que doengas colestaticas e a cirrose complicam-se com alteragdes
renais (67). Retencdo de sbédio e agua, piora na filtracdo e na excrecdo renais sdo
encontrados em pacientes ictéricos e cirroticos (67).

A hepatopatia cronica acompanha-se de alteracGes renais, que podem ser
secundarias a etiologia (cirrose pos-viral C, nefropatia da cirrose etanolica, etc), a doenca
renal concomitante (nefropatia do diabetes e da hipertensdo arterial), resultante de
medicamentos nefrotdxicos (aminoglicosideos e anti-inflamatérios ndo esteroides), ou a
“sindrome hepatorrenal”. Esta uUltima de grande importancia, pela alta morbidade e
letalidade (68-71).

A “sindrome hepatorrenal” é definida como insuficiéncia renal que ocorre em
hepatopatas crénicos e cirréticos em estadio avancado, provocada por alteraces
hemodinamicas, tais como vasoditacdo esplancnica, vasoconstrigdo renal e diminuigcdo do
débito cardiaco. Nesses casos ndo foram descritas alteragdes histoldgicas renais

caracteristicas, portanto, devem-se excluir lesdes renais ligadas a propria hepatopatia ou
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alteracGes renais pré-existentes (68-71). Além das alteracfes hemodindmicas citadas, a
ativacdo do sistema renina-angiotensina, acdo do sistema nervoso simpatico (tentativa de
aumentar o fluxo sanguineo para o rim em resposta a vasodilatacdo sistémica), a producéo
de substancias vasoativas renais como endotelina 1, prostaglandina E; e estresse oxidativo
compdem os fatores que favorecem o dano renal na colestase (72).

Figado e rim sdo os dois principais 6rgdos responsaveis pela excrecdo de
substancias tdxicas do organismo. Quando ocorre dano hepético, o rim passa ser a principal
via de excre¢do, mas torna-se alvo da acdo deletéria de substancias toxicas, normalmente
removidas pelo figado (63,72).

Entre os agentes responsaveis pela disfungdo renal na hepatopatia, destacam-se a
nefrotoxidade das bilirrubinas, tanto direta quanto indireta e dos sais biliares, efeitos
hemodinamicos, como a vasodilatacdo esplancnica, diminuigdo da resisténcia vascular
periférica e vasoconstricdo renal, a ativagcdo de substancias vasoativas no parénquima renal,
em especial, angiotensina 1l, endotelina 1 e catecolaminas, e a ativacdo da cascata
lipoperoxidativa, denominada estresse oxidativo, que € resultado da geracdo de radicais
livres e da diminuig¢éo da concentragdo de glutationa (72-82).

Em estudos experimentais de ligadura do ducto hepatico, as alteragdes funcionais e
0s danos renais sdo precoces e predominam nos tdbulos renais, porém ndo se identifica
padrdao de lesdo caracteristico (83-87). Laky et al verificaram que os danos renais na
oclusdo parcial do ducto hepatico sdo mais brandos que na ocluséo total, nessa Gltima, ha
aumento do tamanho renal em resposta a acimulo de material nefrotdxico (88). Lima et al
ndo encontraram alteragcbes na morfologia renal, em ratos submetidos a nefrectomia e
ligadura do ducto hepatico comum, entretanto verificaram piora da funcdo hepatica nesses

animais (48).
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Os achados resultados da anéalise histoldgica deste trabalho ndo diferem dos achados
da literatura. N&o foram encontradas lesdes renais ou infiltrados inflamatério, a
microscopia 6ptica. Unicos achados histoldgicos foram dep6sitos de pigmentos biliares no
parénquima, nos grupos 2, 3 e 4.

Muitos autores questionam o efeito citotoxico dos sais biliares no rim. Segundo
Kaler et al os efeitos dos sais biliares no rim sdo indiretos e estariam envolvidos na ativagao
da cascata de eventos inflamatdrios e hormonais, que culmina com a isquemia renal (89).
Outros autores, como Israeli & Bogin (63), Green et al (74) e Bomzon et al (79), defendem
a acdo citotoxica direta dos sais biliares no tecido renal além da ac&o sistémica na producéo
de radicais livres e contribuicdo na vasodilatacdo esplancnica e vasoconstrigdo renal.

Vaérios estudos atribuem efeitos toxicos do acumulo de bilirrubina direta e
bilirrubina indireta no rim. Akerman et al observaram em ratos submetidos a ligadura do
ducto hepatico, proporcionalidade nos niveis séricos de bilirrubina, com a toxicidade renal
a gentamicina (90).

Call e Tisher determinaram os efeitos renais da hiperbilirrubinemia indireta como,
interferéncia no transporte ativo de solutos na alga de Henle, alteracdo da fosforilagdo
oxidativa das mitocéndrias das células do parénquima renal, além de distensdo do
parénquima renal, necrose papilar e fibrose medular e cortical (91). Apesar da capacidade
renal de excretar bilirrubina direta, alguns autores acreditam que na presenca de isquemia
renal, a bilirrubina direta pode ter efeitos toxicos, principalmente, se houver hipoxia
associada (63,76).

Nos animais dos grupos 2 e 3 ndo foram identificadas alteracGes na bioquimica
renal, ja nos animais do Grupo 4, no qual a bilirrubina direta estd aumentada, verifica-se

aumento e significancia dos valores de ureia e creatinina em relacdo ao Grupo controle e
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também aos grupos 2 e 3. No modelo utilizado neste trabalho, a excluséo total do ileo
terminal, piorou a fungéo renal, apesar de ndo terem sido identificadas alteragdes estruturais
nos rins.

Ainda que alguns autores, como Amodio et al (92) e Francoz et al (93), tivessem
questionado o valor das dosagens de ureia e creatinina e suas respectivas depuragdes, nas
hepatopatias, deve-se ressaltar que a utilizacdo desses parametros bioquimicos é valida,
tanto pela tentativa de reproducdo da pratica clinica, como pela comparabilidade entre os
quatro grupos estudados. Existe possibilidade de os valores de ureia e creatinina serem
subestimados na hepatopatia (94), porém os achados clinicos e laboratoriais desta pesquisa
nédo desqualificam essas medidas, como parametros da funcéo renal.

Outro foco do estudo foi a avaliagdo histolégica do ileo terminal, o principal local
de reabsorcdo de sais biliares no intestino, sendo parte fundamental do ciclo éntero-
hepatico. E importante avaliar se houve alteragdes nesse segmento intestinal, decorrente da
exclusdo parcial ou total do fluxo entérico e desbloqueio do fluxo biliar. Verificou-se,
apenas, dilatacdo do ileo terminal dos ratos com derivacdo ileocolica e diminui¢do da
espessura de todas as camadas da parede ileal, nos animais com exclusdo ileal total. Nao
foram observadas alteragbes morfoldgicas nas criptas e vilosidades, provavelmente
mantendo a funcdo intestinal, apesar da intervengéo sofrida.

Muitos autores avaliaram os efeitos da ictericia obstrutiva e da cirrose hepatica no
tubo digestorio. As relagBes ultrapassam o ciclo éntero-hepético e estdo ligadas a efeitos
metabdlicos, hormonais, inflamatérios e imunitérios. As principais alteragdes sao
supercrescimento bacteriano, aumento da permeabilidade intestinal e endotoxemia
(95,96,97). Os achados histoldgicos mais relevantes sdo atrofia de vilosidades e infiltrado

inflamatorio na lamina prépria (99,100). No modelo experimental de ligadura do ducto
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hepatico, as lesbes predominam no ileo e a morfologia normal é restabelecida apos a
drenagem biliar interna (97-100).

A diminuicdo dos sais biliares na luz intestinal, a reducdo da concentragdo de IgA
secretora e alteracdes de isquemia e reperfusdo sdo responsaveis por modificacdes da
barreira mucosa intestinal e translocagédo bacteriana (99-103). Recentemente, alguns autores
defenderam que o estresse oxidativo, isto é, peroxidacao de lipidios e geracdo de radicais
livres seja resultado do supercrescimento bacteriano, da acdo de células inflamatdrias e das
endotoxinas, causando aumento da permeabilidade intestinal (104,105,106). Duval-Araujo
et al verificaram, na mesma linha de pesquisa, alteracbes na motilidade intestinal e
supercrescimento bacteriano, resultando em maior producdo de endotoxinas, apds a
ligadura do ducto hepatico (42,43).

Neste trabalho, ap6s a drenagem biliar isolada ou associada a derivagéo ileocdlica
laterolateral ou a exclusdo do ileo terminal, ndo foram observadas altera¢cdes no ileo
terminal, o que sugere ter havido recuperacdo da morfologia e da fungéo intestinal, apesar
de os ratos ainda permanecerem com algum grau de fibrose hepatica. Esse fato é
corroborado pela literatura, que descreve o retorno da arquitetura e da fungdo do intestino
apos a drenagem biliar interna (97-100).

As proteinas de transporte de sais biliares e ions orgénicos presentes na bile séo
expressas nas membranas de hepatdcitos, colangidcitos, enterdcitos do ileo terminal e
células dos tubulos renais, participando ativamente do processo de absorcdo, excrecéo e
reabsorcdo dos sais biliares, tanto em situac@es fisiologicas, quanto na colestase, como a
empregada neste estudo (ligadura do ducto hepético). Durante a obstrucdo do ducto
hepético, os receptores de membrana sdo regulados para diminuir a absor¢do dos sais

biliares pelos hepatdcitos, aumentar o refluxo para os sinusoides hepéaticos e aumentar a
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excrecdo pelos colangidcitos. No rim, a absorcdo dos sais biliares no tubulo renal é menor.
Procura-se reduzir o acimulo dos sais biliares nos hepatécitos e aumentar sua excre¢ao
renal. Caso persista a colestase, a excrecdo renal ndo é suficiente para eliminar o seu
acumulo (107,108).

No ileo terminal, proteinas de transporte de sais biliares estdo presentes na
membrana dos enterdcitos, garantindo absor¢do dos sais biliares da luz intestinal (109). Na
colestase, a regulacdo da expressdo dessas proteinas na membrana dos enterdcitos é
controversa, variando conforme a concentragao dos sais biliares na circulacdo sistémica ou
na luz intestinal (108,109,110).

Outra forma de regulacgéo se faz pela diminui¢do da conversédo do colesterol em sais
biliares no hepatdcito, por meio da inibi¢ao da enzima colesterol 7a-hidroxilase, sensivel a
concentracdo dos sais biliares nos hepatédcitos e no sangue. Esse é um mecanismo de
regulacdo, principalmente ligado a ativacdo de receptores nucleares como o FXR (receptor
de farnesoide X) (111). H& importancia dos receptores nucleares, no que concerne ao ciclo
éntero-hepatico, ao ciclo do colesterol e & doencas colestaticas, além da fibrose e da cirrose
hepética. Esses receptores regulam a expressdo de genes envolvidos em todos 0s processos
fisiolégicos ou ndo, do ciclo éntero-hepatico, em especial dos sais biliares (112,113).

A colestase, induzida pela ligadura do ducto hepatico comum, a reconstrugdo do
fluxo biliar, mediante anastomose hepaticoduodenal e a exclusdo parcial do ileo terminal
(derivacao ileocol6nica) podem ter alterado o complexo de proteinas de transporte de ions
organicos e de receptores nucleares. Mesmo que nosso trabalho ndo tenha abordado as
proteinas de transporte de membranas e os receptores nucleares, os trabalhos futuros terdo

necessariamente que abordar esses tdpicos, pois, talvez o melhor conhecimento desses
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agentes e o uso de determinadas formas de interferir nesses elementos sejam a chave para
tratamento mais adequado das afecc¢des colestaticas e da reversdo da fibrose hepatica.

Pelos resultados obtidos, em modelo murino de colestase e fibrose, a excluséo
parcial ou total do ileo terminal ndo reduz a fibrose hepética. A exclusdo total do ileo
terminal apresentou efeitos adversos nos exames da funcdo hepatica e renal.

Neste trabalho foram investigados, em modelo experimental de ligadura do ducto
hepético, os achados de Hollands et al (3). Pelos resultados encontrados, refuta-se, no
modelo murino de colestase e fibrose hepética por meio da ligadura do ducto hepético, a
exclusdo do ileo terminal como tratamento para prevenir ou melhorar fibrose hepatica e a

disfuncdo hepatica e renal.
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9. Conclusoes

A derivacdo parcial do ileo terminal e a exclusdo total dos ultimos centimetros do
ileo terminal, associadas a drenagem biliar ndo apresentaram diferencas na intensidade da
fibrose hepética, comparadas a drenagem biliar isolada, em ratos submetidos a ligadura
prévia do ducto hepatico comum.

A exclusdo do ileo terminal, em modelo de ligadura do ducto hepatico associou-se a
piora das provas bioguimicas do figado. Ndo houve beneficio na derivacao ileocotlica nas
alteracdes morfoldgicas e na funcdo do figado e dos rins. A excluséo total do ileo terminal,
associada a derivacdo biliodigestiva pos-colestase, piorou os valores das provas

bioquimicas renais.
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