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RESUMO

As derivacdes bilioduodenal (DBD) e biliojejunal (DBJ) sdo efetivas no tratamento da
obstrucdo biliar, mas os estudos acerca dos seus efeitos sobre as lesdes hepéticas decorrentes
dafibrose biliar secundaria sdo escassos e os resultados sdo controversos. Nesse estudo, foram
comparados os efeitos da DBD e da DBJ com al¢a exclusa de 15 cm na reparacéo das lesoes
hepaticas secundérias a obstrucdo biliar cronica. Ratos com 4 semanas de obstrucdo biliar
foram submetidos a DBD (n=10) e a DBJ (n=10) e estudados 3 meses apos, mediante
dosagem sérica das hilirrubinas totais e fragdes, da fosfatase alcalina, das aminotranferases,
do oxido nitrico e da albumina. O metabolismo energético mitocondrial foi verificado pelo
clculo da razdo do controle respiratorio (RCR) e do indice de fosforilacdo oxidativa e o
estresse oxidativo do figado mediante dosagem do malondialdeido (MDA). A andise
morfométrica do figado incluiu o cllculo das massas estimadas dos hepatdcitos, dos ductos
biliares, da fibrose e a contagem das células estreladas. Apés DBD e BBJ, houve reducéo
significativa dos nivels séricos das enzimas canaliculares e celulares, mas 0s valores séricos
das hilirrubinas totais, da fosfatase alcalina e da albumina foram equivalentes aqueles do
grupo controle, apenas apds DBJ. Os dois tratamentos restabel eceram o indice de fosforilagdo
oxidativa e os niveis de MDA, mas a RCR foi equivalente ao grupo controle, apenas apos
DBJ. As massas estimadas do figado, do baco e da fibrose regrediram de forma significativa
apos DBD e DBJ. A regressdo da massa esplénica foi mais significativa apds DBJ, mas
apenas os valores da massa hepatica foram equivalentes aos obtidos no grupo controle. Por
outro lado, o nimero de células estreladas aumentou apdés DBD e DBJ e manteve-se
significativamente maior ap0s os dois tratamentos, na comparagdo com O grupo controle.
Apds DBD e DBJ foram observados refluxo enterobiliar, contaminacdo biliar e exacerbacéo
da inflamagdo, sobretudo na zona 1 do I6bulo hepético. Conclui-se que as alteracBes
colestaticas e metabdlicas melhoram apos as duas modalidades de derivacdo biliar, mas a DBJ
€ mais efetiva na reparacdo dessas alteracGes. Por outro lado, os tratamentos ndo sdo
suficientes para reparar completamente as lesdes morfolégicas e, os efeitos adversos do
refluxo enterobiliar e da contaminagdo biliar parecem induzir a inflamagdo hepética, o
aumento das células estreladas e a manutencéo da hipertensdo portal .

Descritores: Ictericia obstrutiva, fibrose biliar secundéria, derivacéo biliodigestiva, colangite,
hipertensdo portal, células estreladas, regeneracéo hepatica.
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SUMMARY

Bilioduodenal (BDS) and hiliojejunal (BJS) shunts are effective for the treatment of
biliary obstruction, but few studies have compared their effect on hepatic injuries due to
secondary biliary fibrosis and their results are controversial. In the present study the effects of
BDS and BJS with the exclusion of a 15 cm loop were compared regarding the repair of
hepatic injuries secondary to chronic biliary obstruction. Rats with 4 weeks of biliary
obstruction were submitted to BDS (n=10) or BJS (n=10) and studied 3 months later by serum
determination of total bilirubins and fractions, alkaline phosphatase, aminotransferases, nitric
oxide, and abumin. Mitochondrial energy metabolism was determined by calculating the
respiratory control ratio (RCR) and oxidative phosphorylation rate and liver oxidative stress
was determined by malondialdehyde (MDA) quantitation. Morphometric analysis of the liver
included the calculation of estimated hepatocyte, bile duct and fibrosis mass and stellate cell
count. After BDS and BJS there was a significant reduction of the serum levels of canalicular
and cellular enzymes, but the serum values of total bilirubins, alkaline phosphatase and
albumin were equivalent to those for the control group only after BJS. Both treatments re-
established oxidative phosphorylation rate and MDA levels, but RCR values were similar to
those for the control group only after BJS. Estimated liver, spleen and fibrosis masses
regressed in a significant manner after both BDS and BJS. The regression of spleen mass was
more significant after BJS, but only hepatic mass values were equivalent to those obtained for
the control group. On the other hand, the number of stellate cells increased after both BDS
and BJS and continued to be significantly higher compared to control. Enterobiliary reflux,
biliary contamination and exacerbation of inflammation, especialy in zone 1 of the hepatic
lobule, were observed after both BDS and BJS. We conclude that cholestatic and metabolic
alterations improved after both bile shunt modalities, but that BJS was more effective in
repairing these alterations. On the other hand, these treatments are not sufficient to fully repair
the morphological injuries, and the adverse effects of enterobiliary reflux and of biliary
contamination seem to induce hepatic inflammation, increased numbers of stellate cells and
the maintenance of portal hypertension.

Key words. Obstructive jaundice, secondary biliary fibrosis, biliodigestive shunt, cholangitis,

portal hypertension, star cells, liver regeneration.
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1. INTRODUCADO



A obstrugao biliar extra-hepatica pode ser decorrente da litiase biliar, de estenoses de
origem inflamatoria e traumatica, das compressoes extrinsecas e dos tumores da via biliar, da
papila, do pancreas e do duodeno. A obstrucdo biliar cronica induz a proliferagdo ductal, a
fibrose e a cirrose hepatica que se acompanham de hipertensdo portal e insuficiéncia
hepatocelular, no homem (AFROUDAKIS; KAPLOWITZ, 1981; LESUR et al., 1993) ¢ em
animais de experimentagao (GROSS et al., 1987, KONTOURAS; BILLING; SCHEUER,
1984).

O intervalo de tempo entre a instalacdo da obstru¢ao biliar e o aparecimento da cirrose,
no homem, varia amplamente. Ap6s o inicio da ictericia, a cirrose surge, em média, 7,1 anos
(variagdo de 0,5-26 anos) nos pacientes com estenose biliar traumatica; 4,6 anos (variacao de
0,3 a 17 anos) nos pacientes com calculos no hepatocolédoco e 0,8 anos (variacdo de 0,2 a 1,5
anos) nos pacientes com obstrug¢do por tumor. Assim, a cirrose biliar secundaria desenvolve-se
mais precocemente na obstru¢do biliar completa, como ocorre em casos de tumores, se
comparada a obstru¢dao parcial presente na estenose traumatica e inflamatoria (SCOBIE;
SUMMERSKILL, 1965). Esses autores registraram o desenvolvimento de cirrose biliar em
um ter¢o dos pacientes com um ano de colestase. O menor intervalo de tempo entre a
instalacdo da obstrugdo biliar e a confirmagao histologica da cirrose foi de 3 meses.

Em ratos, a fibrose biliar secundaria, caracterizada pela proliferacao de ductos biliares
e fibrose nos espagos portais, instala-se duas semanas apos ligadura do ducto biliar (ABEL-
AZIZ et al., 1990; DUTRA et al., 2007, PANDOLFI JUNIOR et al., 2001). Na seqiiéncia,
ocorre fragmentagdo do parénquima hepatico com aparecimento dos nddulos parenquimatosos
e, por volta de quatro semanas, a cirrose biliar ja estd presente. Essas alteragdes estruturais sao
acompanhadas de esplenomegalia, o que sugere o desenvolvimento de hipertensdo portal
(CASTRO E SILVA JUNIOR et al., 1995; JOHNSTONE; LEE, 1976, KONTOURAS;
BILLING; SCHEUER, 1984; SANTOS et al. 1998; ZIMMERMANN et al., 1992).

A seqiiéncia de alteracdes morfoldgicas do figado em ratos submetidos a ligadura
dupla da via biliar isolada ou associada a canula¢do mediante emprego de protese foi descrita
de forma detalhada. Apés 5 dias da obstrucdo biliar foram registrados, nos dois modelos
experimentais, proliferacdo dos ductos biliares e infiltracdo discreta de neutrofilos ao redor
dos ductos. No parénquima hepatico havia inumeros hepatocitos em fase mitotica e focos de
necrose. Apos 10 dias, os espagos portais aumentaram pela deposi¢do da fibrose e proliferagao
ductal; havia formagdo de pontes fibrosas porta-porta e o infarto biliar caracterizado por
necrose de hepatdcitos e acimulo de fibrina foi ocasionalmente notado, principalmente nas

areas periportais. Ao fim da segunda semana, havia unido dos espacos portais por meio de



septos fibrosos, com descaracterizacdo da organizacao lobular normal, formagao dos nddulos
de regeneragdo e fibrose concéntrica. Todos os animais com mais de 30 dias de colestase
apresentavam cirrose, hipertensdo portal caracterizada por esplenomegalia e sinais de
descompensacdo hepatica com presenga de ascite. Houve elevagcdo das bilirrubinas séricas
com tendéncia & estabilizacdo entre o 10° ¢ 15° dias de obstrucdo biliar e decréscimo a seguir.
A colangite foi minima, a julgar pela discreta infiltragdo leucocitaria observada nos espagos
portais (KONTOURAS; BILLING; SCHEUER, 1984).

As avaliagdes qualitativa e quantitativa das lesdes hepaticas de ratos submetidos a
ligadura dupla da via biliar entre 0 29° e 0 40° dias de colestase demonstram que num extremo
ha proliferagdo ductal, predominantemente interlobular com preservacdo do parénquima
hepético, enquanto em outros animais, a proliferagdo ductal ocorre ao acaso, difundindo-se
entre os lobulos com separacdo dos hepatdcitos em pequenas ilhas. Em alguns animais, a
proliferacdo ductal difunde-se das duas maneiras descritas, podendo ocorrer predominancia de
um dos tipos. Assim, ndo ha cirrose biliar, j& que nenhum rompimento do parénquima ¢
detectado e a fibrose nao ¢ excessiva (JOHNSTONE; LEE, 1976).

Ha indicios de que o aumento da pressdo intracanalicular provocado pela obstru¢ao
biliar, associado ao acumulo de bilirrubina e &cidos biliares estimule a hiperplasia e a
proliferagdao do epitélio canalicular. As células ductais proliferadas sdo originarias do epitélio
j& existente e os ductos biliares proliferam-se por alongamento e ndo por brotamento ou
alargamento (SLOTT; LIU; TAVOLONI, 1990).

A proliferagdo ductal inicialmente restringe-se ao espago portal. Apos alguns dias,
instala-se um processo inflamatério discreto, acompanhado pela proliferacao e ativagdao das
células estreladas que passam a secretar grande quantidade de matriz extracelular (CLEMENT
et al.,, 1993). Estas alteragdes podem progredir em dire¢do aos ldbulos do figado formando
septos fibrdticos que fragmentam o parénquima hepatico dando origem aos nodulos
parenquimatosos (FELDMAN, 1995).

Durante o desenvolvimento da fibrose/cirrose ha aumento da producdo e actimulo de
matriz extracelular composta de coldgeno, glicoproteinas e proteoglicanas nos espagos
perisinusoidais a partir das células estreladas (CLEMENT et al., 1993). As células estreladas
transformam-se e adquirem a forma de miofibroblastos (RAMADORI, 1992), proliferam-se e
secretam componentes que podem alterar a configuracdo geométrica dos sinusodides e
contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo portal (HENRIKSEN; LASSEN, 1988)
(FIGURA 1).
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FIGURA 1- Representacdo esquematica do figado normal (A) e com lesdo (B). Apds lesdo hepatica,
as células estreladas sdo ativadas e secretam colageno na matriz intercelular. Com as modificagdes na
interagdo entre as células e a matriz, os hepatdcitos perdem os microvilos e, as células endoteliais, as
fenestracdes. Adaptado de Friedman (1993) e Friedman e Arthur (2002)

H4 varios mecanismos que podem contribuir para o desenvolvimento da hipertensao
portal na colestase extra-hepatica cronica (REICHEN, 1988). A deposicao de colageno no
espaco de Disse ou o edema dos hepatdcitos, ou ambos podem conduzir & deformagdo com
estreitamento sinusoidal e aumento da resisténcia vascular hepatica (SHIBAYAMA;
NAKATA, 1989). Ainda, a hiperplasia das células estreladas do figado pode, por si s6, ou por
contragdo dos seus processos dendriticos, induzir ao retraimento do leito sinusoidal e também
aumentar a resisténcia vascular do figado (KAWADA et al.,1993).

Na colestase extra-hepatica cronica, além da proliferacdo ductal, da fibrose e da
fragmentacdo do parénquima hepatico, aparece infiltrado inflamatdério misto de intensidade
discreta a moderada, nos espagos portais. Essas alteragdes sao acompanhadas de leucocitose
intensa e ndo ha contaminagdo da bile. Apos a derivacdo biliar, apesar da regressdo da
proliferacdo ductal, da fibrose e da melhora da arquitetura hepéatica, ocorre contaminagdo da
bile por germes gran negativos e acentuacdo do infiltrado inflamatério misto (SANTOS et al.,
1998). Ha, ainda, o relato de retardo na regressao da hipertensdo portal indicando outro
descompasso entre a recuperagdo histoldgica e a reparacao do fluxo portal (ARONSON et al.,

1993; KRAHENBUHL; SHAFNER; KRAHENBUHL, 1998; ZIMMERMANN et al., 1992).



A obstrucdo biliar experimental acompanha-se de endotoxemia, translocacao
bacteriana, reducao da imunidade celular ¢ indugao da liberagao de citocinas como o fator de
necrose tumoral e as interleucinas (BEMELMANS et al., 1992, 1996). A inflamacao cronica
estd presente na colestase e ap6s a derivagao biliar e nessa condigdo, a elevagdo das citocinas ¢
proeminente (ANDUS; BAUER; GEROK, 1991). Desta forma, por indu¢do do 6xido nitrico
sintase, as citocinas podem modular a contratilidade das células estreladas na doenca hepatica
cronica.

Ha achados experimentais convincentes de que o 6xido nitrico, em combinag¢do com a
endotelina, esta envolvido no processo de relaxamento/contracdo das células estreladas,
modificando o espago sinusoidal e provavelmente regulando a pressao sinusoidal (HARTLEB
et al., 1994; RICHARD et al., 1995). A obstrucao biliar em ratos induz a redu¢do da produgao
de nitrato/nitrito e o decréscimo da enzima 6xido nitrico sintase que converte L arginina em
6xido nitrico e ¢ um potente vasodilatador e modulador da contratilidade das células estreladas
(KURZEN et al., 1995, ZIMMERMANN et al., 1996). Por outro lado, a endotelina ¢ um
potente vasoconstrictor e estd aumentada em pacientes e animais com cirrose (GERBES et al.,
1995; TSAI et al., 1995). Esses achados podem justificar a lenta recuperacdo da hipertensao
portal apds descompressao biliar na colestase extra-hepatica cronica.

Os mecanismos que induzem a deterioragdo da fungdo hepdtica em animais com
colestase cronica sdo pouco compreendidos. A proliferagdo hepatocelular ndo aumenta
expressivamente e, aparentemente, a massa de hepatocitos mantém-se na fibrose
(JOHNSTONE; LEE, 1976) e na cirrose (GALL; BATHAL, 1990). Assim, a quantidade total
dos hepatécitos reduz-se discretamente nos ratos com obstrucao biliar que se prolonga por
mais de 30 dias; essa reducdo ¢ muito menor que a registrada na propor¢ao volumétrica dos
hepatdcitos e pela avaliagdo histologica, visto que ha aumento global do figado (GALL;
BATHAL, 1990). A estimativa da massa dos componentes histolégicos do figado, utilizando-
se de dados morfométricos e da massa do 6rgao, acrescida do indice de fosforilagao oxidativa
da galactose que se correlaciona com a massa hepatocitica, refor¢ca o conceito de que os
animais sobreviventes a obstrucdo biliar de 8 semanas, mantém a massa hepatocitica (GROSS
et al., 1987).

Com a manutengdo da massa total dos hepatocitos nos animais com obstrugdo biliar
crOnica, a hepatomegalia ¢ resultante do aumento da massa de ductos que predomina sobre a
fibrose, e assim as alteragdes funcionais parecem decorrer da colestase e ndo da cirrose
(GROSS et al., 1987, GALL; BATHAL, 1990). Todavia, conforme ja registrado, as lesdes

hepaticas decorrentes da colestase extra-hepatica cronica em ratos podem ser heterogéneas



(JOHNSTONE; LEE, 1976) e ha registros de redu¢ao da massa hepatocitica com aumento da
massa de fibrose, em relagdo a massa de ductos biliares (SANTOS, 1997). O
desenvolvimento, a gravidade e a extensdo das alteragdes morfoldgicas que ocorrem no figado
na presenca de colestase extra-hepatica dependem do grau, da duracdo e do local da obstrugao
(KOCK-WESER et al., 1952; TRAMS; SYMEONIDIS, 1957), do peso ¢ da idade dos
animais (MEDEIROS; FREITAS; ANDRADE, 1988) e também da técnica de obstrucao biliar
(SANTOS, 1997).

Embora existam evidéncias de preservacdo da massa hepdtica na colestase extra-
hepatica cronica experimental, a lesdo dos hepatocitos pode ser determinada por varios
fatores. A retencao de sais biliares e das bilirrubinas no interior dos hepatdcitos exerce efeitos
toxicos com a¢do desacopladora da cadeia respiratdria mitocondrial (MUSTAFA; COWGER;
KING, 1969). Por outro lado, o aumento da pressdo hidrostatica na arvore biliar, sob efeito da
obstrucdo, pode comprimir o sistema porta com decréscimo do fluxo portal (SAKODA;
ATIIK, 1970) e desenvolvimento de anoxia ou isquemia funcional dos hepatdcitos
(ROSELINO; CASTRO E SILVA JUNIOR; CENEVIVA, 1992).

Em associagdo as alteragdes estruturais e vasculares decorrentes da obstrugdo biliar
extra-hepatica observam-se também alteragdes no metabolismo energético, em particular do
glicogénio. Apds 4 semanas de obstrucao biliar extra-hepatica, em ratos, ha reducao da sintese
e dos estoques de glicogénio hepatico (KRAHENBUHL et al., 1996), o que é reversivel
mediante alivio da obstrugdo biliar (ARONSON et al., 1993; KRAHENBUHL et al., 1996).

O acumulo de substancias excretadas pela bile, tais como: bilirrubinas (MUSTAFA;
COWGER; KING, 1969), acidos biliares (KRAHENBUHL et al., 1994) e colesterol
(KRAHENBUHL; STUCKI; REICHEN, 1992) deteriora o metabolismo energético na
colestase cronica. Enquanto a bilirrubina e os acidos biliares pioram a fun¢do do complexo
enzimatico da cadeia respiratoria diretamente, o colesterol ¢ incorporado na membrana
mitocondrial e aumenta a sua rigidez (VAN BITTERSWIJK; VAN DER MEER; HILKMAN,
1987), produzindo possivelmente o decréscimo na func¢do das enzimas das superficies da
membrana mitocondrial. O decréscimo dos mecanismos antioxidativos, em particular, da
concentragdo do conteudo mitocondrial de glutationa e ubiquinona, parece ser um mecanismo
importante de hepatoxidade associado a colestase cronica (KRAHENBUHL et al., 1995).
Desta forma, as alteracdes no metabolismo mitocondrial, na vigéncia da colestase cronica,
incluem o decréscimo no transporte de elétrons da atividade enzimatica envolvida na oxidagao
(KRAHENBUHL et al., 1994) e a reducio dos mecanismos de defesa antioxidativos
(KRAHENBUHL et al., 1995).



Por outro lado, o aumento das atividades metabodlicas no figado requer mais energia na
forma de ATP e as mitocondrias aumentam a capacidade de produgao de energia para manter
as reservas, desenvolvendo capacidade compensatdria para manter as fungdes celulares e
reparar lesoes (FARBER; CHIEN; MITTNACHT, 1981; OZAWA, 1992; SANTOS, 1997). O
aumento do consumo de oxigénio no estado 3 (apos adicdo de ADP) e no estado 4 (em
condigdes basais) reflete a tentativa de provimento energético. A recuperacao do metabolismo
energético ¢ parcial apds duas semanas de derivagdo biliar, indicando que a remog¢do das
toxinas biliares ndo ¢ suficiente para restabelecer o metabolismo energético no figado
(KRAHENBUHL; SCHAFNER; KRAHENBUHL, 1998).

As recuperagdes, histologica, excretora e funcional do figado parecem estar
relacionadas a intensidade das anormalidades decorrentes da obstrug¢do biliar, ao tipo de
derivacdo biliar empregada e ao tempo de seguimento apds drenagem biliar (PANDOLFI
JUNIOR et al., 2001; SANTOS, 1997, ZIMMERMANN et al.,, 1992). A escolha da
modalidade de derivagdo biliar, na pratica clinica, depende da natureza da doenca, das
caracteristicas anatOmicas da via biliar e dos recursos técnicos disponiveis.

Dentre os diversos métodos de tratamento da colestase extra-hepatica, dois tipos de
derivacdo sdo amplamente difundidos: a derivacdao bilioduodenal latero-lateral (DBD) e a
derivagao biliojejunal (DBJ). Todavia, quando se faz necessaria uma derivagao bilioentérica, a
opcdo, em geral, recai sobre a DBJ, sobretudo no tratamento de lesdes proximas ao hilo
hepatico MATTEWS; BAER; SCHWEIZER, 1993; HASHIMOTO; OHY ANAGTI, 2000).

A selecdo entre essas duas modalidades terapéuticas ainda ¢ baseada nos aspectos
técnicos e na incidéncia de colangite pds-operatdria, sem considerar potenciais efeitos
adversos de longo prazo sobre o figado. Na DBD o contetdo entérico do duodeno pode refluir
para a via biliar e, possivelmente, resultar em colangite. Por outro lado, na DBJ a al¢a exclusa,
presumivelmente, previne o refluxo enterobiliar e, em tese, pode minimizar a incidéncia de
colangite ascendente.

A obstru¢do biliar associada ao aumento da pressdo intrabiliar ¢ uma condicao
essencial para o desenvolvimento da colangite experimental (HUANG; BASS; WILLIAMS,
1969). A estenose das anastomoses biliodigestivas e os calculos residuais sdo detectados na
maioria dos casos de colangite pds-operatdria. Por outro lado, dentre os pacientes portadores
de colangite, ndo h4a uma explicacdo adequada para a recorréncia do quadro em cerca de um
terco dos casos que apresentam anastomoses bilioentéricas aparentemente amplas, avaliadas
por meio de exames radiologicos e procedimentos cirargicos (MATTEWS; BAER;

SCHWEIZER, 1993). H4 indicios de que este fenomeno possa decorrer da obstrugao parcial



intermitente, particularmente na DBD, por debris decorrentes do refluxo enterobiliar e da
contaminacdo (GOLDMAN; STEER; SILEN, 1983), bem como de estenoses ou de calculos
retidos na via biliar intra-hepatica (LONGMIRE; TOMPKINS, 1975).

Assim, ha autores que adotam a DBJ com al¢a exclusa de Roux como forma de
minimizar os efeitos do refluxo enterobiliar (MATTEWS; BAER; SCHWEIZER, 1993). No
entanto, aproximadamente 10 a 15% dos pacientes submetidos a este tratamento sofrem
colangite pods-operatoria e “sump syndrome” (BISMUTH et al., 1978). Na maioria destes
pacientes, os sintomas sdo decorrentes de estenoses da anastomose biliodigestiva ou célculos
recorrentes, todavia, nos casos em que ndo se observa obstaculo mecanico, a colestase ¢ a
proliferagdo bacteriana podem ser atribuidas ao distirbio da motilidade da alca de Roux
(KLAUS et al., 2001).

A alga jejunal seccionada para a realizagdo do Y de Roux deixa de receber a agdo do
marcapasso duodenal e a continuidade da propagacao da fase III da contragio (MIEDEMA et
al., 1992). Na seqiiéncia, um novo marcapasso pode desenvolver no meio da alga, mas com
baixa freqiiéncia de contragdes e as vezes em sentido retrogrado (VANTRAPPEN et al.,
1991).

Na avaliagdo de 100 pacientes submetidos a coledocoduodenostomia, mediante
realizacdo de anastomose ampla, ndo se evidenciaram casos com sinais clinicos de colangite,
mesmo apds acompanhamento a longo prazo, em média 5 anos e 2 meses, sugerindo que a
colangite s6 ocorre se houver obstru¢do da anastomose, impedindo o livre fluxo de bile
(MADDEN et al., 1970).

Em estudo clinico, comparando a evolucdo de 8 pacientes submetidos a DBJ e 5
tratados mediante DBD e seguidos, respectivamente, em média 4,5 anos (1-5 anos) e 2,5 anos
(1-3 anos), registrou-se um caso de colangite (12%) no grupo DBJ. O fluxo de bile avaliado
pelo método de cintilografia demonstrou estase de bile na alca de Roux, com retardo
significativo do fluxo de bile até o jejuno proximal (65+-5 min), em comparagdo ao
tratamento com DBD (35+-5 min) e as pessoas sadias (40+-5 min). Os autores sugerem que a
estase biliar e a pressdo aumentada na al¢a exclusa podem causar refluxo, colangite e danos
hepaticos permanentes (HASHIMOTO; OHY ANAGI, 2000).

Na pratica clinica, a fibrose e a cirrose biliar secundaria sdo, freqiientemente,
consideradas como estdgio final e irreversivel da lesdo hepatica (FRIEDMAN, 1993). A
manuten¢do das anormalidades da funcdo hepatica, o desenvolvimento de ascite e de
hipertensao portal podem ocorrer mesmo com o desaparecimento das anormalidades clinicas e

bioquimicas da colestase e colangite. Assim, o aparecimento de insuficiéncia hepatica



progressiva, apds descompressdo biliar considerada efetiva, refor¢a o conceito de
irreversibilidade da cirrose biliar (LEEVY; DVORSCHACK; GNASSI, 1954; SCOBIE;
SUMMERSKILL, 1965) e remete ao transplante hepatico a oportunidade de cura. Por outro
lado, ha registros clinicos demonstrando que a descompressao biliar efetiva promove reversao
das alteragdes histologicas hepaticas e da hipertensao portal (BLUMGART, 1978; HAMMEL
et al., 2001; YEONG; NICHOLSON; LEE, 1982)

Ap6s tratamento cirdrgico considerado efetivo para obstrucdo biliar por hepaticolitiase
e neoplasia associada a cirrose biliar secundaria, observou-se alivio clinico da ictericia, da dor,
do prurido e da febre. Todavia, 25% dos pacientes permaneceram com testes anormais de
funcdo hepatica e desenvolveram ascite, enquanto a hipertensao portal foi registrada em 35%
dos pacientes com sangramento decorrente de varizes esofdgicas aparecendo, em média, 11
anos depois do tratamento (variacdo de 1 a 19 anos) ( SCOBIE; SUMMERSKILL,1965). Ha
registros de desaparecimento das anormalidades clinicas e bioquimicas apds alivio da
obstruc¢ao biliar nos pacientes portadores de cirrose biliar secundaria, mas com progressao da
insuficiéncia hepatica e evolugao fatal no periodo de 1 a 4 anos (LEEVY; DVORSCHACK;
GNASSI, 1954).

A deterioracao da funcdo hepatica na cirrose biliar secundéria pode levar a morte por
sepse, hemorragia digestiva e faléncia hepatocelular (WAY; BERNHOFT; THOMAS, 1981).
O tratamento cirurgico pode ser complexo na coexisténcia da obstrucdo biliar e do
sangramento pela hipertensdo portal. No tratamento de 42 pacientes com cirrose biliar
secundaria associada a persisténcia da obstrugdo biliar e hemorragia por varizes de esofago,
empregou-se a descompressao biliar, a derivagao portal ou ambas, e observou-se que o alivio
da obstrugdo biliar foi mais efetivo na ampliagdo da sobrevida em comparacdo a
descompressao porto-sist€émica (ADSON; WHYCHULLIS, 1968).

Por outro lado, a derivagdo espleno-renal foi empregada como tratamento inicial em 18
pacientes com cirrose biliar secundaria, com obstru¢ao biliar branda e hipertensdo portal
grave, sob alegacdo de que o reparo biliar, como segunda intervencdo, seria realizado com
menores taxas de sangramento (SEDGWICK; POULANTZAS; KUNE, 1966).

A reversdo da cirrose biliar secundaria, ap6s descompressao biliar em uma crianga com
2 meses de idade, portadora de atresia biliar extra-hepatica, foi registrada. O figado nao
apresentava nodulacdo, mas os lobos hepéticos eram maiores que os normais € a microscopia
ndo havia fibrose interlobar completa, necrose e mitoses. A crianca ndo apresentava

hipertensdo portal. Durante a correcdo de uma hérnia incisional, 3 anos depois do reparo
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biliar, o aspecto macroscopico do figado era normal, o que foi confirmado pelo exame
histopatologico (BUNTON; CAMERON, 1963).

Yeong, Nicholson e Lee (1982) acompanharam a evolucdo de uma menina de 8 anos
portadora de obstrucdo biliar extra-hepatica decorrente de cisto de colédoco, com cirrose biliar
secundaria e hipertensdo portal, tratada por meio de cistojejunostomia em Y de Roux. Houve
normalizag¢do clinica e bioquimica e, aos 20 anos, a paciente foi submetida a laparotomia
exploradora para diagnoéstico etiologico de abdomen agudo. Os autores observaram que a
vesicula estava hipotrofica e, macroscopicamente, o aspecto da anastomose, do figado e do
baco estava normal. O exame histopatologico comparativo das bidpsias hepaticas demonstrou
reversdo da cirrose com desaparecimento dos nddulos de regeneracdo e recuperagao da
arquitetura do figado com discreta fibrose residual.

Blungart (1978) tratou de uma paciente com 16 anos de idade, portadora de hepatoma,
com obstrugdo dos ductos biliares principal e hepatico esquerdo mais infiltracdo da parede da
veia porta do mesmo lado. O tumor foi ressecado, a parede da veia porta foi reparada e o ducto
biliar comum foi reconstruido mediante emprego de um tubo transhepatico. A andlise da
bidpsia hepatica do lobo direito revelou cirrose biliar secundaria. Apds 6 semanas de
tratamento, uma nova bidpsia foi realizada por meio de agulha e observou-se recuperagdo da
arquitetura hepatica, com minima fibrose residual no espago porta.

Hammel et al. (2001) acompanharam a evolugdo da fibrose biliar, por meio de estudo
histopatologico do figado antes e depois da drenagem bileodigestiva, em 11 pacientes com
estenose do colédoco distal secundaria a pancreatite cronica. A coledocoduodenostomia foi
empregada em 7 casos e 4 pacientes foram submetidos a hepaticojejunostomia (um deles apds
duodenopancreatectomia). Os autores seguiram os pacientes, em média, durante 11 anos
(variacdo de 4 a 27 anos) e registraram normaliza¢do dos testes laboratoriais para avaliacdo da
colestase. Na comparagdo entre a primeira ¢ a segunda bidpsia realiazadas com intervalo
médio de 2,5 anos (variagdo de 0,3 a 9) observaram regressao da proliferagao ductal, da
inflamagao portal e da fibrose nos casos em que a drenagem biliar foi efetiva. Um paciente
com cirrose biliar secundéria, diagnosticada a primeira bidpsia, apresentava apenas discreta
fibrose portal e periportal na reavaliagdo.

Como ja foi assinalado, os modelos experimentais de colestase extra-hepatica cronica,
por meio de ligadura do ducto biliar t€ém fornecido muitas informacdes acerca das alteragdes
estruturais e funcionais do figado, embora existam duavidas conceituais referentes a

caracterizagdo das lesdes obtidas, bem como do efeito das modalidades de derivagdo biliar
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empregadas, considerando suas potenciais seqiiclas e influéncias sobre o processo de
reparacao do figado.

Em ratos, os efeitos da ligadura convencional do ducto biliar sobre a morfologia
hepatica foram extensivamente examinados nestes Ultimos 75 anos, desde as observacdes
iniciais de Cameron e Oakley (1932). Os autores notaram que, ap6s ligadura dupla do canal
biliar, por volta da 3" semana, ha dilatacdo sacular do ducto biliar e o figado sofre uma
desorganizacdo estrutural com o aparecimento de nddulos de regeneracdo envoltos por bandas
de ductos proliferados e fibrose discreta. Pode ocorrer restabelecimento do fluxo biliar e as
alteracdes hepaticas regridem ou, mais frequentemente, ocorre perfuracdo do ducto biliar
dilatado ou trombose venosa com infarto do figado na segunda ou terceira semanas.

Cameron e Hassan (1958) observaram desorganiza¢do da arquitetura hepatica e
complicacdes com infeccdo, infarto extenso e trombose portal, apds 5 a 7 semanas de ligadura
biliar. Os valores séricos das bilirrubinas totais ndo foram muito elevados (4,8 mg% em
média), sendo menores que os valores registrados com uma semana de obstrugdo
(10,5mg%,em média); houve discreto aumento da fosfatase alcalina e ndo ocorreu alteragdo na
relacdo da albumina com a globulina. Ap6és 9 a 11 semanas de observacdo, havia sinais
histologicos de infec¢do e cirrose com manutengdo da elevagdo das bilirrubinas séricas e da
fosfatase alcalina e inversdo na relacdo albumina/globulina. Os autores acompanharam a
evolucdo de 3 ratos que apresentaram ictericia, sobreviveram apos a fase em que normalmente
ocorre a cirrose biliar secunddria, situada entre a quinta e sétima semanas e 2 deles foram
submetidos a eutanasia no oitavo més ap6s a obstrucdo biliar. Apesar do alargamento nos
espacos portais causados pela fibrose e proliferacao ductal, o parénquima hepatico apresentou
arquitetura normal. O outro animal avaliado apdés um ano de ligadura biliar também
apresentava arquitetura hepatica normal. As avaliagdes funcional e bioquimica do figado
normalizaram-se e constatou-se restauracdo espontanea do fluxo biliar mediante reabsorgao
das ligaduras por reacdo do tipo corpo estranho.

Trams e Symeonidis (1957) demonstraram que ap6s ligadura tinica do ducto biliar, o
restabelecimento do fluxo biliar ocorre em poucas semanas. Com o objetivo de avaliar a
recuperagdo hepatica apds a obstrugdo biliar, Cameron e Prasad (1960) utilizaram-se deste
recurso e observaram que a oclusdo ductal permanecia até 4 semanas, sendo, freqiientemente,
seguida da restauracdo espontdnea do fluxo biliar. Nas quatro semanas que se seguiam a
obstrucdo biliar havia proliferagdo ductal, fibrose, estase biliar acentuada, infiltragdo dos
espacos portais com linfocitos e mondcitos e abscessos pequenos. Do 35° ao 49° dias apos a

ligadura biliar, havia combinacdo das alteragdes observadas com alargamento dos espagos
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portais e aparecimento dos ndédulos de regeneragao hepatocelular. Todos os animais avaliados,
apds sete semanas, tinham o fluxo biliar restabelecido e o aspecto histologico do figado
normal.

Franco et al. (1979) induziram colestase extra-hepatica em ratos por meio de ligadura
dupla da via biliar com fio inabsorvivel, visando registrar as altera¢des estruturais e
bioquimicas do figado e da pressao portal, com 2 e 4 semanas, bem como a evolucao das
anormalidades ap6s 4 semanas do tratamento feito mediante DBD. No 14° dia de colestase
havia fibrose portal extensa, proliferagdo canalicular e infiltracdo dos espagos portais com
células polimorfonucleares. Os niveis médios das bilirrubinas séricas estavam em 6,6 mg%, da
fosfatase alcalina em 218 mU/ml, da pressdo na veia porta em 11,3 mmHg e na veia hepatica
em 9,6 mmHg, enquanto no grupo controle esses valores foram respectivamente de 0,3mg%,
87mU/ml, 6,5 mmHg e 7,5mmHg. Apds a DBD, observou-se regressdo acentuada das lesdes
histologicas com discreta fibrose residual.

Outra investigacao feita em ratos com 4 semanas de obstrucao biliar tratados mediante
DBJ demonstrou normalizagdo da excrecdo biliar, regressdo das alteragdes histoldgicas do
figado e reducdo dos niveis de pressao portal (ZIMMERMANN et al., 1992). Por outro lado,
em modelo experimental semelhante, com avaliagdo realizada apos 14 e 28 dias de observagao
da derivagao biliar, registrou-se reversao da proliferacdo ductal, a qual nao foi suficiente para
normalizar a pressio portal (KRAHENBUHL; SHAFNER; KRAHENBUHL, 1998).

A hipertensdo portal correlaciona-se com o grau de fibrose e de resisténcia vascular
hepatica (REICHEN et al.,1988). Ap6s descompressao biliar, a reversdo da hipertensdo portal
relaciona-se com a recuperacao histologica do figado (ZIMMERMANN et al.,, 1992).
Entretanto, hd demonstracdo de que as alteracdes morfologicas do figado sdo quase
completamente reversiveis 14 a 28 dias ap6s derivacdo biliar, porém a hipertensdo portal
normaliza-se mais lentamente (ARONSON et al.,1993; ZIMMERMANN et al., 1992). A
razao para o retarde na recuperacao da hipertensdo portal ndo esta completamente esclarecida,
mas pode ser decorrente da persisténcia da proliferacio de células estreladas hepaticas
(ZIMMERMANN; FELLAY; ZIMMERMANN, 1997).

Santos (1993), em nosso meio, observou que ratos com cirrose biliar secundaria, 3
meses apos DBD, apresentavam recuperacao hepatica de forma heterogénea, redugao da
fibrose, normalizacdo do peso umido do baco e regressdo da colestase. Por outro lado, na
maioria dos animais havia infiltrado misto nos espacgos portais, elevacdo dos niveis de
aminotransferases e restos alimentares ocupando as vias biliares e, as vezes, formando

tricofitobezoar (FIGURA 2). Esses achados refor¢cam o conceito amplamente difundido de que
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a DBD facilita o refluxo enterobiliar, mas se contrapde a crenga de que na vigéncia de

anastomose bilioentérica ampla e pérvia, a via biliar esvazia-se livremente para o intestino e,

raramente, ocorre colangite ascendente, como defende alguns autores (MADDEN et al.,

1970).

FIGURA 2- Demonstragdo de anastomoses entre a via biliar ¢ o duodeno de ratos com colestase
extra-hepatica cronica. Ambas sdo amplas, em (A) a anastomose estd pérvea, enquanto em (B) esta
ocupada por corpo estranho semelhante a um calculo de argila formado por restos de alimentos e pelos
(tricofitobezoar). Fonte: Santos (1993).

Ainda, em nosso meio, um estudo do efeito das derivacdes bilioduodenal e biliojejunal
com al¢a exclusa de 5 cm, em ratos com 5 semanas de obstru¢do biliar demonstrou-se que as
lesdes hepaticas observadas sdo heterogéneas (FIGURA 3). Os tratamentos foram
equivalentes no restabelecimento da fungdo excretora e do metabolismo energético do figado..
A recuperacao da arquitetura hepatica também foi heterogénea (FIGURA 3), e para essa
variavel, o desempenho da DBJ foi melhor mediante anélise quantitativa pela regressdo da
proliferacdo ductal e da fibrose. Nesse estudo, foi observada a contaminagdo bacteriana da bile
por germes gran negativos na maioria dos animais submetidos a derivagdo biliar e
aparecimento do infiltrado inflamatoério misto nos espacgos portais (FIGURA 3), de forma mais

intensa na DBD (SANTOS, 1997).
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FIGURA 3- Lesdes hepaticas de ratos submetidos a ligadura com envolvimento da via biliar ap6s 5
semanas de colestase. Num extremo, a proliferagdo ductal e a fibrose estdo mais proximas aos espagos
portais ¢ ha maior preservacdo do parénquima hepatico com poucos ndédulos parenquimatosos (A),
numa situagdo intermediaria, a septacdo do parénquima hepatico atinge parcialmente os lobulos
hepaticos ¢ ha moderada quantidade de nddulos parenquimatosos (B), e no outro extremo a
proliferagdo ductal e a fibrose sdo difusas e desarranja a estrutura lobular com separagdo dos
hepatocitos em pequenas ilhas (C).Tricromico de Masson, 100X. Em D e E, apds derivagdo
biliodigestiva, ha recuperacao da arquitetura hepatica com septo fibroso residual fino (D) e com nédulo
parenquimatoso residual (E) Tricromico de Masson, 100X. Em F, G e H, apos derivagéo biliodigestiva,
aparece, no espaco portal, infiltrado inflamatorio misto discreto (F), moderado (G) e grave (H).
Hematoxilina e Eosina, 400X. Fonte: Santos (1997)

A DBJ tem como objetivo manter o conteudo bilioentérico distante da via biliar, ¢ em
tese, evitar a ocorréncia de colangite. No entanto, estudo experimental em porcos submetidos
a obstrucdo biliar por 2 semanas e tratados medinate DBJ demonstrou que a contagem de
coldnias bacterianas no figado foi 5 vezes maior do que na vigéncia da obstrucdo biliar, e as
espécies de bactérias identificadas no figado foram semelhantes aquelas encontradas na
hepaticojejunostomia (CHUANG et al., 2001).

Da mesma forma, Santos et al., em 1998, j& tinham registrado a presenca de
inflamacdo discreta no figado e baixa incidéncia de contaminagdo bacteriana da bile de

animais com obstrucdo biliar em relacdo a animais submetidos a derivacdo bilioentérica,
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sugerindo que a disseminagao linfatica e vascular de germes nao seria suficiente para produzir
colangite.

Assim, a especulagdo acerca da influéncia da extensdo alca exclusa em Y de Roux na
intensidade do refluxo enterobiliar e no aparecimento da colangite ascendente foi motivo de
estudo desenvolvido em nosso meio. Na comparagdo do efeito das derivagdes bilioduodenal e
biliojejunal, essa com alca exclusa de diferentes comprimentos (5, 10 e 15 cm), registrou-se
normaliza¢do da fosfatase alcalina, das bilirrubinas e da aminotransferases em todas as
modalidades de derivagdes empregadas, além da regressdo significativa do peso do figado. O
peso umido do bago regrediu de forma significativa somente nos animais tratados com DBJ. A
normalizacdo do consumo de O, ocorreu apenas nos animais com DBJ de 15 cm que
corresponderia a uma alca de cerca de 40 cm no homem. Infiltrado inflamatoério misto, refluxo
enterobiliar e contaminacdo bacteriana da bile foram encontrados em todas as formas de
tratamento (PANDOLFI JUNIOR et al., 2001).

A despeito dos estudos em nosso meio demonstrarem o melhor desempenho da DBJ
com alga exclusa mais longa, para algumas das varidveis estudadas, os achados reforcam a
importancia de compreender os efeitos colaterais decorrentes das derivagdes biliares, bem
como da necessidade de adogdo de mecanismos e alternativas que possam minimizar o contato
do conteudo entérico com a via biliar (SANTOS et al., 2005; HASHIMOTO; KOTOURA;
OHYANAGI, 2005).

A DBD em ratos com fibrose biliar secundaria resolve a colestase, mas as alteragoes
histologicas do figado e a hipertensdo portal ndo revertem (FRANCO et al.,, 1979). Em
condi¢cdo semelhante de lesao hepatica, apés DBJ, ha registros de normalizagdo da excrecao
hepética, com regressdo das alteracdes histologicas do figado e dos niveis de pressdo portal
(ZIMMERMAN et al., 1992) e da esplenomegalia (SANTOS, et al., 1998). Por outro lado, ha
indicios clinicos e experimentais de que as alteragdes da motilidade da alga exclusa do Y de
Roux convencional podem induzir a estase (DUTRA et al., 2007), ao crescimento bacteriano,
a colangite e a fibrose hepatica (DUCROTTE et al., 1991; HASHIMOTO; KOTOURA;
OHYANAGI, 2005; KLAUS et al., 2001).

Ainda, hd o conceito amplamente difundido de que os resultados terapéuticos do
tratamento da obstrucao biliar extra-hepatica cronica dependem mais da doenga de base e da
paténcia da anastomose, do que da modalidade de derivacdo biliar empregada (MADDEN;
GRUWEZ; TAN, 1965; NAGAI;, YAMAKANA, 1992; VOGT; HERMAN, 1981). Esses

conceitos, mais as facilidades técnicas tém, provavelmente, contribuido para a flexibilizagdo
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da indicacdo da DBD no tratamento da obstru¢do biliar, sobretudo na abordagem por
videolaparoscopia.

Nesse cenario, pode-se afirmar que ndo ha consenso sobre a modalidade de derivagdo
biliodigestiva mais adequada para o tratamento da obstru¢do biliar extra-hepatica. Os estudos
experimentais comparando os resultados das duas modalidades de derivagdo biliar sdo
restritos a0 nosso meio e apresentam resultados conflitantes. A presenga do refluxo
enterobiliar na DBD e os distirbios motores existentes na DBJ podem ocasionar estase,
proliferacdo bacteriana, refluxo enterobiliar e colangite. Esses fendmenos justificam o estudo
da influéncia das diferentes modalidades de derivagdo biliar sobre as alteragdes hepaticas
decorrentes da obstrucao biliar extra-hepatica crdonica, na perspectiva de identificar o
tratamento que produz menos efeitos adversos, bem como de explorar ou avaliar novas
modalidades de tratamento.

Isto posto, o objetivo deste trabalho ¢ analisar, comparativamente, a influéncia da
derivagao biliar com o duodeno e com o jejuno no processo de reparacao das lesdes morfo-

funcionais e metabdlicas do figado de ratos com obstrucdo biliar extra-hepdtica cronica.



2. MATERIAL E METODO
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O trabalho foi desenvolvido nos seguintes Laboratorios da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) e do seu Hospital das Clinicas
(HCFMRP-USP): Técnica Cirtrgica e Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia e
Anatomia, Neuropatologia do Departamento de Patologia do HCFMRP-USP, Neurologia
Aplicada e Experimental do Departamento de Neurologia, Psiquiatria e Psicologia,
Microbiologia da Unidade de Emergéncia do HCFMRP-USP e Inflamacao e Dor do
Departamento de Farmacologia da FMRP-USP.

2.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados 166 ratos machos adultos de pelagem albina da linhagem Wistar, com
variagdo de peso entre 240 e 300 gramas, provenientes do Biotério Central da FMRP-USP.
Dos 158 animais que foram submetidos a obstrugdo biliar, apenas 26 serviram para o
cumprimento de todas as etapas do experimento. A exclusdo deu-se pelo ndo desenvolvimento
dos sinais clinicos de obstrucdo biliar (ictericia, coluria, ascite e dilatagdo do ducto biliar,
identificadas a inspe¢do e a palpacdo do abddmen) ou morte decorrente de complicacdes
inerentes a obstrucao biliar e ao pos-operatorio da derivagao biliar.

Os animais foram distribuidos em grupos de cinco e colocados em gaiolas de
polipropileno com tampa de metal fenestrada e divisorias para ragdo e dgua. Os ratos foram
mantidos com ragdo padrao e agua ad libitum em sala com temperatura ambiente e iluminagéo

natural.

2.2 Distribuicdo dos animaisem grupos e subgrupos

Ap6s um periodo de adaptagdo e obtencdo do peso adequado, os animais foram
alocados em 4 grupos:- Grupo OB (n=6), ratos submetidos a ligadura do ducto biliar durante 4
semanas; Grupos DBD (n=10) ¢ DBJ (n=10), ratos submetidos a ligadura do ducto biliar
durante 4 semanas e tratados, respectivamente, por meio das derivacdes bilioduodenal e
biliojejunal em Roux-em-Y para avaliagdo apos 12 semanas e, finalmente, um quarto grupo
foi submetido a operacdo simulada (OS) (n=8), onde a laparotomia foi realizada no inicio do

experimento e apos 16 semanas (FIGURA 4).
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Grupo OS Ratos com Obstrucéo Biliar (n=26)
(n=8)
Grupos
OB OB1 OB2
(n=6) (n=10) (n=10)
Ap6s - Ap-os 39 d.las
30 dias -- analise bioquimica do sangue
-- analise histologica do figado
Derivacao Derivagao
Bilioduodenal Biliojejunal
Grupo DBD Grupo DBJ
(n=10) (n=10)
v l l
Apos 4 meses Apos 3 meses
v
. peso umido do figado e do bago
. analise bioquimica do sangue (Bilirrubinas, fosfatase alcalina, aminotranferases,
albumina, dosagem do 6xido nitrico)
. contagem dos leucécitos
. analise bioquimica tecidual hepatica (fun¢do mitocondrial e quantificagdo do
malondialdeido)
. analise histologica hepatica qualitativa e quantitativa

FIGURA 4 - Delineamento da pesquisa

2.3 Técnicaoperatéria

Cada animal foi pesado, higienizado, anestesiado com pentobarbital (40-60 mg/Kg

intraperitoneal) e posicionado em decubito dorsal para tricotomia da parede anterior do

abdome. A anti-sepsia foi feita com solucdo de polivinil pirrolidona iodo (Dermoiodine,

J.P.Industria Farmacéutica S.A Ribeirdo Preto). O acesso a cavidade abdominal foi obtido

mediante laparotomia mediana no abdome superior e as bordas da incisdo foram afastadas
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lateralmente por afastadores delicados. A cavidade peritoneal foi mantida constantemente
umida mediante gotejamento esporadico de solugdo fisioldgica para se evitar o ressecamento
das visceras.

No grupo (OS), os animais foram submetidos a operacdo simulada mediante tracdo do
duodeno e identificagdo cuidadosa da via biliar para evitar traumas. Ap6s 16 semanas os
animais foram submetidos a laparotomia para coleta de bile, esplenectomia, coleta sangue da
veia cava para contagem de leucécitos, andlise bioquimica e dosagem do 6xido nitrico.
Finalmente, procedeu-se a remogdo do figado para as andlises histologica e metabodlica e, na
sequéncia, a eutanasia dos animais.

No grupo (OB), apds a identificagcdo e exposi¢ao do ducto biliar procedeu-se a
ligadura a aproximadamente 5 mm de sua bifurcacdo, com 5 nds de fio prolene 5-0 (prolene
suture-blue monofilament Ethicon,Inc.), envolvendo-se o ducto biliar principal at¢ 3 mm
acima da juncdo biliopancreatica, onde fez-se outra ligadura com 5 nés (CASTRO E SILVA
JUNIOR. et al., 1995). Apos 4 semanas, os animais foram sbmetidos a laparotomia para
coleta de bile, esplenectomia, coleta sangue da veia cava para contagem de leucocitos, andlise
bioquimica e dosagem do 6xido nitrico. Em seguida, procedeu-se a remocdo do figado para
analises histoldgica e metabolica e, na sequéncia, a eutanasia dos animais.

Dos animais submetidos a obstrucao biliar (OBl e OB2) para derivacao biliar,
imediatamente antes do procedimento, foram coletados aproximadamente 2 ml de sangue para
contagem de leucocitos, dosagem das bilirrubinas totais (BT) e fracdes, fosfatase alcalina
(FA), alanina aspartato aminotransferase (ALT), alanino aminotransferase (AST) e albumina
mediante pun¢ao de veia da cauda com “butterfly n® 26”. Na seqiiéncia, por meio desse acesso
venoso, os animais receberam a infusdo de aproximadamente 6 ml de solucao glicofisioldgica
a 5% durante a operacdo. No grupo DBD, foi realizada a anastomose latero-lateral entre o
ducto biliar dilatado aberto transversalmente e o duodeno aberto longitudinalmente na
extensao de 1 cm. No grupo DBJ, realizou-se anastomose término-lateral entre a alga jejunal
secionada a cerca de 5 cm do dngulo duodenojejunal e o ducto biliar aberto transversalmente.
A anastomose jejuno-jejunal foi realizada a 15 cm da hepaticojejunoanastomose. Todas as
anastomoses foram feitas em plano tinico com pontos continuos de fio Vicryl 5-0. Ainda, na
mesma oportunidade, para os grupos DBD e DBJ procedeu-se a biopsia hepatica no lobo
inferior esquerdo para anélise histologica e da proporcao volumétrica dos seus componentes.

A sintese da parede abdominal foi realizada de modo idéntico em todos os animais; o

peritdneo, a aponeurose ¢ a pele foram suturados em bloco com chuleio continuo de nylon
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monofilamentado 3.0. No pods-operatorio, todos os animais foram mantidos em gaiolas
isoladas por cerca de 24 horas ¢ alimentados com rag¢do padrio e agua ad libitum.

No fim do experimento, ap6s 12 semanas da derivagdo biliodigestiva, os animais dos
grupos DBD e BBJ foram submetidos a laparotomia para coleta de bile, esplenectomia, coleta
sangue da veia cava para hemograma, analise bioquimica ¢ dosagem do 6xido nitrico. Na
seqliéncia, procedeu-se a inspe¢do da anastomose, a remo¢ao do figado para analise

histologica e metabdlica e, por fim, a eutandsia dos animais.

2.4 Analise do sangue

O sangue colhido foi depositado em tubo de ensaio sem anticoagulante e, apds a
retragdo do coagulo, o soro foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos para
avaliacdo bioquimica.

- Dosagens no soro

Bilirrubinas totais e fragdes: dosagem pelo método de Sims e Horn (1958); Kits
analisa Diagndstica (Analisa Diagnoéstica Ltda., Belo Horizonte, MG).

Fosfatase Alcalina: dosagem pelo método de Roy (1970); Kits Analisa Diagnostica
(Analisa Diagndstica Ltda., Belo Horizonte ,MG).

Alanina aminotransferase (ALT) e Agpartato Aminotransferase (AST): dosagem
pelo método de Henry (1960); Kits Analisa Diagnostica (Analisa Diagnostica Ltda., Belo
Horizonte, MG).

Albumina: dosagem pelo método de Doumas, Watson e Biggs (1971) com Kits da
Labtest (Labtest Sistemas Diagnosticos e Ltda, Belo Horizonte, MG).

Nitrato/nitrito: mediante coleta de 3 ml de sangue da veia cava inferior foi obtido
soro pela centrifugacdo do sangue em 1800 rpm durante 10 minutos e depois armazenado em
freezer-70° C. Para o ensaio, em placas de 96 pogos foram encubados 40 pul das amostras e em
seguida 40 pl da Solugdo contendo PNADPH (Sigma), enzima Nitrato reductase (Sigma) em
Tampao KH2PO4 0,5M por 12 horas em estufa de CO2 a 37C. Uma curva padrao de nitrato
de sodio (0,78 — 200 microM; Merck) também foi processada da mesma forma como realizada
para as amostras. Apos o periodo de incubagdo, foram adicionados 80 1 de reagente de Griess
(contendo 2% de Sulfanilamida em H3PO4 5%, mais 0,2% NEED em H2O bidestilada) em

cada poco da placa e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente.
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Por ser um ensaio colorimétrico a leitura da placa foi realizada em 540 nm (ELISA
Plate Scanner; Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA — USA). Os resultados foram
expressos em UM de NO3/ml determinados pela comparacdo com uma curva padrao.

Contagem dos leucocitos: aproximadamente 0,5 ml de sangue coletado foi adicionado
em tubo de ensaio contendo EDTA e depois de homogeneizado foi encaminhado para

contagem dos leucdcitos.

2.5 Analise da funcéo mitocondrial

2.5.1 I solamento das mitocondrias hepaticas

Para estudo da fun¢@o mitocondrial, parte do lobo hepatico direito foi removida,
colocada em um recipiente contendo solucdo fisioldogica com temperatura de
aproximadamente 4°C, fragmentado com tesoura reta e acondicionado em caixa de isopor com
gelo picado. Os fragmentos hepaticos foram colocados em meio de homogeneizagao contendo
sacarose 250 mM, EGTA 1 mM, e Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2 e homogeneizados em Potter-
Elvehjem em trés ciclos de trés segundos de durag@o, com intervalos de um minuto entre os
ciclos. As mitocondrias foram isoladas pela técnica de centrifugacao diferencial (PEDERSEN
et al.,1978). O homogeneizado obtido foi centrifugado a 770g por 5 minutos, com a finalidade
de separar restos celulares, nucleos e células intactas. O sobrenadante resultante foi
centrifugado a 9800g por 10 minutos. O sedimento resultante, contendo a fracao mitocondrial,
foi ressuspenso em 10 ml de meio contendo sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e Hepes-KOH
10 mM, pH 7,2 e novamente centrifugado a 4500g por 15 minutos. O sedimento final foi
resuspenso em meio contendo sacarose 250 mM e Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2. Todos os
procedimentos foram realizados a uma temperatura de aproximadamente 4 °C e dentro do

periodo de duas horas.

2.5.2 Determinagéo da proteina mitocondrial
A proteina mitocondrial foi deteminada pelo método de Biureto modificado pela

adi¢do de colato 1% (KAPLAN; PEDERSEN, 1983).

2.5.3 Estudo da respiracéo mitocondrial
As atividades oxidativa e fosforilativa mitocondrial foram determinadas

polarograticamente, a 30° C, utilizando-se um oxigrafo fabricado pelo Instituto de Fisica de
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Sao Carlos — USP, equipado com eletrodo de Clarck (CHANCE; WILLIANS, 1956). Nos
ensaios foram utilizados 2,6 mg de proteina mitocondrial, energizadas com succinato 5
mM/rotenona 4 uM em meio de respiragdo contendo sacarose 250mM, KCl 65 mM, MgCl,
ImM, KH,PO4 2 mM, EGTA 0,1 mM e Hepes-KOH 10mM, pH 7,4, volume final de 2,6 mL.

As velocidades de consumo de oxigénio mediante adicdo de 200nM de adenosina 5
difosfato (ADP) as mitocondrias energizadas com succinato (estado III) e apods a fosforilacao
de ADP (estado IV) foram expressas em natomos de oxigénio/minuto/proteina mitocondrial.
Da relagdo entre o estado III e o estado IV, obteve-se a razdo do controle respiratorio (RCR).
A razdo ADP/O foi obtida pelo quociente entre o ADP adicionado e o oxigénio consumido na
fosforilagao de todo o ADP adicionado.

A atividade fosforilativa mitocondrial foi calculada pela multiplicagdo do estado III da
respiracdo pela razdo ADP-O e expressa em milimoles de adenosina trifosfato sintetizados por

minuto, por miligrama de proteina mitocondrial (nM de ATP/min./mg prot.).

2.5.4 Determinagdo do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana das mitocondrias foi determinado espectrofluorime-
tricamente com safranina, em fluorimetro SLM Aminco, utilizando —se 495 e 586 nm para
excitacdo e emissdo, respectivamente. Nos ensaios foram utilizados 1 mg de proteina
mitocondrial, energizadas com succinato SmM/rotenona 4 uM em meio contendo sacarose
200 mM, MgCl, ImM, EGTA 0,03 mM, Hepes-KOH 20 mM, pH 7,4. Os resultados obtidos
em unidade de fluorescéncia foram convertido em mV através de uma curva de calibracao

(VERCESI et al., 1991).

2.6 Quantificacdo do malondialdeido hepético

Apos obtencao do fragmento hepatico, o tecido foi lavado na solugao Tris-HCL 20mM
pH 7,2 em gelo e enxugado em papel absorvente. A seguir o fragmento hepatico foi pesado,
picotado e homogeneizado a 10% em Tris — HCI 20 mM, pH 7,2, utilizando-se
homogeneizador do tipo Potter- Elvehjem em trés ciclos com 1 minuto de intervalo entre os
ciclos. Apos adicionar 100pl de BTH 500mM, foi centrifugado a 3000 g por 10 minutos a 4°
C. Do sobrenadante obtido utilizou-se 200 ul para o ensaio. Apds, o preparo da amostra foi
adicionado em um tubo especialmente lavado 650 pl do reagente (CALBIOCHEM) e 150 pL
de HCI 12 N, agitado, incubado a 45° C por 60 minutos e a seguir centrifugado a 3000 rpm
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por 10 minutos. No sobrenadante obtido foi realizada a leitura de absorbancia a 586 nm. Os

valores foram expressos em puM, calculados a partir de uma curva padrao.

2.7 Analise microbiologica

As amostras de bile foram colhidas com assepsia cirurgica, por meio de pun¢ao da via
biliar com agulha hipodérmica 13x4 e acondicionadas em ependorffs contendo caldo de
enriquecimento (BHI-Brain Heart Infusion). Apds 24 horas de incubacdo em estufa
microbioldgica a 35 °C, foram semeados em meio solido: agar sangue (meio seletivo para
isolamento primario), manitol (meio seletivo e diferencial para estafilococos) e Mac Conkey
(meio seletivo e diferencial para Gran negativos). Decorridas mais 24 horas, as amostras que
apresentaram crescimento bacteriano foram submetidas a identificacdo semi-automatizada
(Sistema autoScan®-4 /Dade Micro Scan Inc.), que consiste em placas de microdilui¢do de
plastico, impregnadas com a série bioquimica (cerca de 28-30 substratos) para a identificagao
bacteriana e antibioticos (cerca de 20 ou mais por painel) com suas respectivas diluigdes para
a suscetibilidade antimicrobiana com concentragdo inibitéria minima. Uma suspensao padrao
(escala 0,5 de Mac Farland) dos microorganismos em estudo foi inoculada nos pocos da placa
e apos incubagdo a 35°C, de 15 a 24 horas, procedeu-se a leitura automatica para detectar o
crescimento bacteriano através de metodologia colorimétrica. As diferencas de pulsos
eletronicos foram analisadas automaticamente por um microcomputador que compara o
padrdo das reagdes com o programa interno para determinar a probabilidade das

identificacoes.

2.8 Analise histologica do figado

Os fragmentos de figado foram fixados por imersao em liquido de Carnoy (60% de
acido acético glacial), por trés horas e depois transferidos para uma solucao de alcool a 70%.
Cortes do parénquima hepatico com 5-pm de espessura foram corados pela hematoxilina e
eosina e pelo tricronico de Masson.

Com intuito de evidenciar-se as cé€lulas estreladas, foram realizadas rea¢des imuno-
histoquimicas com anticorpo monoclonal anti-desmina (IgG, Dako, Carpinteria, CA; dilui¢ao
1:200) nos cortes subseqiientes, de acordo com as especificagcdes do fabricante. Sucintamente,
a recuperacao antigénica foi realizada em tampao citrato a 10 mM, pH 6, sendo utilizada

panela de pressao com tempo de fervura de 3 minutos.
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O anticorpo monoclonal foi incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Apos
lavagem com Phosphate Buffered Saline (PBS), os cortes foram incubados por 30 minutos
com anticorpo secundario (anti-IgG de coelho, Dako, 1:100). Apos lavagens com (PBS), os
cortes foram incubados com o complexo Strepto-ABC® (Novocastra, UK) por 30 minutos a
temperatura ambiente. A revelecdo foi realizada com solugdo cromogena de diaminobenzidina
(Sigma Chemical Co®, St. Louis MO) acrescida de 1,2 ml de agua oxigenada a 3%. Os cortes
foram lavados em agua corrente, rapidamente contracorados com hematoxilina de Harris por
10 segundos, lavados em 4gua corrente, desidratados em solugdes crescentes de alcool e
diafanizados com xilol. Para a montagem das laminas foi utilizada resina Permount” (Fisher
Scientific). Em todas as baterias de reagdes foram utilizados controles negativos (“blank”) e
positivos (secgdes de musculo estriado).

A andlise morfométrica dos cortes histologicos do figado corados pelo tricromico de
Masson foi realizada por um tnico examinador que ndo conhecia o cddigo de identificagdao
das laminas e o respectivo tratamento. A captura das imagens histoldgicas foi realizada por
meio de microscopio optico Axiophot”™ (Zeiss) acoplado a cAmera digital (Sony). As imagens
foram transferidas para um computador através de placa de captura de imagens Frame
Grabber® (Zeiss). As imagens foram captadas no padrio RGB com 648x474 linhas para
analise por meio do software grafico KS400 V2.0®, Kontron Elektronik GmbH (FAZAN;
SALGADO; BARREIRA, 1997). Para a analise, foram identificadas trés estruturas distintas:
os hepatdcitos representados por estruturas coradas em vermelho (ndo puro), a fibrose
representada por estruturas coradas em azul (ndo puro) e os ductos biliares cuja coloragdo nao
permitia identificacdo automatica pelo sistema. Desta forma, foi empregado o recurso
denominado Limiar (“threshold”) que permite a analise do espectro dos trés canais de cores
RGB. Na primeira analise da imagem sdo marcadas as faixas nos trés espectros que melhor
representam o componente histolégico em avaliagdo. Como nesse processo algumas outras
estruturas podem ser ocasionalmente contabilizadas em virtude da falta de pureza da
coloracdo, o examinador realizou um ajuste fino das faixas dos histogramas de cor, a fim de
eliminar estas estruturas indesejaveis para a morfometria, como hemadcias, por exemplo, ja que
as mesmas tém espectro de cor vermelha semelhante aos hepatdcitos.

Terminada essa etapa iniciou-se um processo automatico para obtencao das areas dos

componentes selecionados, que consistiu em:
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. Calibrag¢ao da imagem, por meio do conjunto objetiva x optovar, para conhecer
a equivaléncia entre micrometro e pixel (unidade basica de imagem) da
imagem.

. Obtencdo do valor da darea mediante soma de pequenos poligonos,

contabilizando uma area total da regido selecionada.

Assim, tendo o valor da area total do quadro captado e a area da regido selecionada,
calculou-se a porcentagem dos componentes histoldégicos selecionados, presentes no
fragmento analisado. Desta forma, o processo ocorre para cada quadro captado do fragmento
analisado, finalizando com os dados de area de cada estrutura desejada.

Foi definido, por meio de um estudo piloto prévio, que a andlise de 30 campos com
aumento de 256 vezes representaria uma amostra significativa de cada lamina. Assim, fez-se a
captura sistematica por meio do frammer optico de, em média, 200 campos de cada lamina,
com representagdo de mais de 50% da area total. Para cada animal, o programa de computador
selecionou, aleatoriamente, 30 campos para a analise morfométrica.

A fragdo de volume, em percentagem, foi obtida diretamente pela representagdo
proporcional da area dos elementos histoloégicos do figado: hepatdcitos, fibrose, ductos
biliares e outros elementos histologicos. Adotando-se a equivaléncia entre a fragdo de volume
ocupada pelos diferentes componentes teciduais e a respectiva massa, obtiveram-se as fracdes
absolutas estimadas de massa destes componentes, mediante produto da fragdo de volume pela
massa total do figado expressos em g/kg de peso corporal (ZIMMERMANN et al.,1992).

A andlise morfométrica das células estreladas hepéticas foi realizada de forma
semelhante, com o mesmo equipamento acima descrito. Assim, por meio do auxilio do
frammer optico, selecionou-se aleatoriamente 30 campos em cada lamina com aumento de
400 vezes. A escolha das areas para a contagem das CEH na zona metabdlica hepatica 1
(FIGURA 5) foi de forma interativa e independente, com auxilio do software KS 400®. Os
resultados foram expressos mediante a soma do nimero de CEH em cada um dos 30 campos

obtidos de cada lamina.
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FIGURA 5 - Esquema da arquitetura hepatica microscopica evidenciando as zonas metabolicas
hepaticas: 1, 2 e 3. (VHT: vénula hepatica terminal; AH: artéria hepatica; DB: ducto biliar; VP: veia
porta). Fonte: Cotran et al. (1999).

2.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em mediana e média nos graficos; nas tabelas, a
média foi acrescida do respectivo desvio padrdo. Os graficos do tipo “box plot” foram
elaborados com o programa Minitab versdol5, incluindo valores discrepantes representados
por asterisco. Os resultados foram analisados mediante aplicagdo dos modelos de efeitos
mistos e ANOVA. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os modelos lineares de efeitos mistos (efeitos aleatorios e fixos) sdo utilizados na
analise de dados onde as respostas de um mesmo individuo estdo agrupadas e a suposi¢do de
independéncia entre observagdes num mesmo grupo nao ¢ adequada (Schall, 1991). Esses
modelos t€m como pressuposto que seus residuos tenham distribui¢do normal com média zero
e varidncia 6°. Quando essa suposicao ndo foi atendida, aplicou-se uma transformacao cada
variavel resposta. Foi utilizado o procedimento PROC MIXED do software SAS versdo 9
(LITELL et al., 1996, PAGANO; GAVREAU, 2004).

Para o modelo de ANOVA foram utilizadas transformagdes logaritmicas para atender
os pressupostos residuais. Quando verificadas possiveis diferencas entre os grupos, o pos-teste
de Tukey foi aplicado (MONTGOMERY, 2000, PAGANO; GAVREAU, 2004). Utilizou-se o
procedimento PROC GLM do software SAS 9.0 na analise (SAS INSTITUTE, 2002).



3. RESULTADOS



-29.-

3.1 Evolucéo apos inducdo da colestase e derivagao biliar

Dentre os 158 animais submetidos a obstrucdo biliar, 107 (67.72%) desenvolveram
sinais de colestase (ictericia, coluria e dilatagdo do ducto biliar visivel ou palpavel), 32
(20,25%) morreram e 19 ndo desenvolveram sinais de colestase (12,02 %). Dos 107 animais, 6
foram utilizados para caracteriza¢do das variaveis estudadas na vigéncia da colestase; dentre
os remanescentes 42 foram submetidos a DBD e 59 a DBJ, para a obtengdo de 10 animais
sobreviventes em cada grupo. Dessa forma, as taxas de mortalidade foram 76,19% para o
grupo DBD e 83,05% para o grupo DBJ. A grande maioria dos 6bitos pos-operatorios, 48
(59,2%) ocorreu nas primeiras 72 horas que sucederam as operagdes. Nao houve mortes entre
os ratos submetidos a operagdo simulada.

A macroscopia, o figado apresentava consisténcia endurecida e coloragdo amarelada e

o bago estava aumentado, como mostra a FIGURA 6.

FIGURA 6- Representacdo esquematica da técnica de obstrugdo biliar pela ligadura seguida de
envolvimento do ducto biliar (A), com a zona de fibrose e dilatagdo ductal (B). Abaixo, da esquerda
para a direita demonstra-se o conjunto formado por figado e baco de rato submetido a operacdo
simulada (C) e a duas semanas de obstrugdo biliar, onde ha acentuada hepatoesplenomegalia (D). Apds
4 semanas de obstrugdo biliar verifica-se discreta retracdo do figado, mas o bago esta aumentado, o que
sugere progressao das lesoes hepaticas (E).
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O ducto biliar extra-hepatico, em geral, apresentava paredes espessas ¢ dilatacao
acentuada, o que facilitou a execugao das anastomoses. O contetido do ducto biliar variava de

fluido claro a amarelo citrino ou espesso amarelo com grumos (FIGURA 7).

FIGURA 7- Ducto hepatico dilatado em rato com 4 semanas de obstrugao biliar (seta) e figado com
superficie granulosa (A). Em (B) observa-se o duodeno ¢ o ducto biliar com muco no
seu interior, abertos e justapostos para a realizacdo da anastomose.

As anastomoses bilioentéricas estavam amplas e pérveas, com aproximadamente 0,5
cm de diametro, em todos os animais. Todavia, nas duas modalidades de derivag¢ao biliar
empregadas, foram observados restos alimentares e pelos ocupando as anastomoses, o ducto
biliar e a alga aferente na DBJ. Em alguns animais havia organizacdo desse material,
formando estruturas modeladas pelo sitio de localizagdo e muito semelhantes a calculos com

aparéncia de argila (FIGURA 8).
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FIGURA 8- FigurasA, A' e A> - Produto de necropsia de animal submetido 8 DBD com retirada
em bloco do eséfago, estdmago, duodeno e via biliar abaulada (A). A via biliar estava ocupada por
massa organizada contendo pélos e alimento, semelhante a calculo com consisténcia de argila (A'),
apesar da anastomose estar ampla e pérvia (A”). Figuras B, B' e B> — Produto de necropsia de animal
submetido a DBJ com alga exclusa de 15 cm. H4 abaulamento da anastomose biliojejunal e da
confluéncia da anastomose jejuno-jejunal (B). Detalhe da confluéncia jejuno-jejunal com estase
alimentar (B'), bem como da anastomose biliojejunal com massa organizada contendo pelos e
alimentos semelhantes ao calculo com consisténcia de argila B,

3.2 Andlise bioquimica do sangue

3.2.1 Dosagem das bilirrubinastotais e fragdes, das aminotransfer ases e da
fosfatase alcalina

Os animais do grupo OB utilizados para o estudo de todas as variaveis na vigéncia da
colestase extra-hepatica cronica, e aqueles dos grupos OB1 e OB2 que foram submetidos as
derivacdes bilioduodenal e biliojejunal, respectivamente, e passaram a ser denominados
grupos DBD e DBJ apresentavam niveis semelhantes de colestase. Quando comparados com
os animais do grupo OS, os animais dos grupos OB, OBl e OB2 apresentavam elevacao
significativa das bilirrubinas totais e fracdes, das aminotranferases e da fosfatase alcalina.
Apo6s DBD e DBIJ houve reducado significativa dos valores das bilirrubinas totais e fragdes, da

AST e da fosfatase alcalina em relagdo aos animais com obstru¢do biliar. A redugdo
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significativa da ALT ocorreu apenas ap6s a DBJ. A normalizacdo de todos os marcadores
ocorreu apenas apos DBJ. Os valores da fosfatase alcalina e das bilirrubinas totais e indiretas
apos DBD foram significativamente maiores que aqueles registrados em OS. (TABELA 1)
(FIGURAS 9 a 12). Os valores individuais dos diferentes marcadores da colestase estdo nas

tabelas 7 a 12 do apéndice A e a analise estatistica nas tabelas 36 a 41 do apéndice B.

Tabela 1 — Efeito da obstrugdo biliar (OB, OB1 e OB2) e das derivagdes bilioduodenal (DBD) e
biliojejunal (DBJ) sobre os valores das enzimas canaliculares, celulares e albumina, expressos em
média £ desvio padrio.

0S(n=8) OB(n=6)  OB1(n=10) DBD (n=10) OB2(n=10) DBJ (n=10)

BT  028+009  845+101 9,35 + 1,40 0,40+ 0,10 9,58+234  032+009 *1
BD 0,09+005  632%0,62 6,07 +1,08 0,08 + 0,05 663+1,62  008+002 *2
BI  0,02310,21 2,05+0,48 3,08+1,22 0,33+0,07 2,95+1,13 0,24+0,07  *1
ALT 9525+34,67 234,83+103,87 209,70 +55,27 195,60 +259,96 188,90 +74,01 101,70 +31,87 *3
AST 194,13 +70,77 493,58 + 131,12 473,00 + 110,32 326,60 £ 291,94 45520 +215,81 194,40 + 50,49 *2
FA 80,88+21.07 369,83+86,31 450,70 66,47 154,10+51,81 415,60+ 110,92 84,80+2337 *4
ALB 241+0,13 1,87+027  229+037 1,90+0,50  229+027  228+0,13 5

BT (Bilirrubina total); BD (Bilirrubina direta); BI (Bilirrubina indireta); ALT (Alamina aminotransferase);
AST (Aspartato aminotransferase); FA (Fosfatase alcalina); ALB (Albumina).

*1 - comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2 ); OBlvs DBD; OB2 vs DBJ ¢ OS vs DBD.

*2 - comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2); OBlvs DBD; OB2 vs DBJ.

*3 - comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2) e OB2 vs DBIJ.

*2 - comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2,), OB1vs DBD; OB2 vs DBJ.

*4 - comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2) OBlvs DBD; OB2 vs DBJ; DBD vs DBJ e OS vs DBD.
*5 - comparacdes multiplas significativas: OS vs OB: OB vs (OB1 e OB2): OB1 vs DBD: DBD vs DBJ e OS vs DBD.
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FIGURA 9- Representacdo dos valores séricos das bilirrubinas totais dos ratos submetidos a
operagdo simulada (OS), a obstru¢do biliar (OB, OBle OB2) e dos animais OB1 e OB2 apo6s derivagio
biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ) respectivamente.  (Mediana), & (Média).
Diferencas significativas observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2 ); OB1 vs DBD; OB2 vs
DBJ e OS vs DBD.
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FIGURA 10- Representacdo dos valores séricos das bilirrubinas direta (A) e indireta (B) dos ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrugao biliar (OB, OBle OB2) e dos animais OB1 e OB2
apos derivacgdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), ©
(Média). Diferengas significativas observadas para BD entre os grupos: OS vs (OB, OB1, OB2); OB1
vs DBD; OB2 vs DBJ e para BI entre os grupos: OS vs (OB, OB1, OB2); OB1 vs DBD; OB2 vs DBJ e
OS vs DBD.
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FIGURA 11 - Representagdo dos valores séricos da alanina aminotransferase (ALT) (A) e aspartato
aminotransferase (AST) (B) dos ratos submetidos a operacdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB,
OBle OB2) e dos animais OB1 e OB2 apos derivacao biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno
(DBJ), respectivamente. __ (Mediana), & (Média). Diferencas significativas observadas entre os
grupos para ALT: OS vs (OB, OB1, OB2) e OB2 vs DBJ e AST: OS vs (OB, OB1, OB2,), OBlvs
DBD; OB2 vs DBIJ.
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FIGURA 12 - Representacdo dos valores séricos da fosfatase alcalina dos ratos submetidos a
operagdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB, OBle OB2) ¢ dos animais OB1 e OB2 apo6s derivagdo
biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), & (Mé¢dia).
Diferencas significativas observadas entre OS vs (OB, OB1, OB2) OBlvs DBD; OB2 vs DBJ; DBD vs
DBJ e OS vs DBD.

3.2.2 Dosagem da albumina

Na comparagdo do grupo OB com o grupo OS houve redugdo significativa da
albumina sérica. Todavia, os animais dos grupos OB1 ¢ OB2 submetidos a DBD e DBJ nao
apresentavam hipoalbuminemia. A DBD induziu a reducdo significativa da albumina,
enquanto a DBJ ndo afetou os seus valores que se mativeram equivalentes aqueles observados
no grupo OS. (TABELA 1) (FIGURA 13). Os valores individuais da albumina sérica estdo na

tabela 13 do apéndice A e a analise estatistica na tabela 42 do apéndice B.
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FIGURA 13- Representacdo dos valores séricos da albumina dos ratos submetidos a operagao
simulada (OS), a obstrug@o biliar (OB1 ¢ OB2) ) e dos animais OB1 ¢ OB2 submetidos a derivagdo
biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), ® (Média).
Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (OB1 e OB2); OB1 vs
DBD; DBD vs DBJ ¢ OS vs DBD.

3.2.3 Dosagem do oxido nitrico

Os valores mediano e médio com o seu respectivo desvio padrio de nitrato/nitrito,
obtidos para o grupo OS, foram respectivamente de 11,24 e (12,55 + 3,17uM), maiores que
aqueles registrados no grupo OB, respectivamente de 8,46 e (9,57 + 2,20uM), sem diferencas
significativas. Apos as derivagdes bileodigestivas houve aumento em comparacdo ao grupo
OB, atingindo valores mediano e médio com o seu respectivo desvio padrao de 11,62 e (14,78
+ 9,87uM) para DBD e 9,23 e (9,83 = 1,93uM) para DBJ, sem diferengas significativas em
relagdo aos grupos OB e OS (FIGURA 14). Os valores individuais do 6xido nitrico sérico para
os animais dos diferentes grupos estudados estdo na tabela 14 do apéndice A e a andlise

estatistica na tabela 43 do apéndice B.
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FIGURA 14 - Valores séricos do 6xido nitrico em UM de NOs/ml dos ratos submetidos a operagao
simulada (OS), a obstrugao biliar (OB) e a derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno
(DBJ). _ (Mediana), & (Média). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.

3.3 Contagem dos leucdcitos no sangue

Quando comparados com os animais do grupo OS, os animais dos grupos OB, OB1 e
OB2 apresentavam elevacao significativa dos valores de leucocitos. Os animais do grupo OB,
OB1 e OB2 apresentavam valores equivalentes para a leucocitose.

Apo6s DBD e DBJ houve reducao significativa da leucocitose em relagdo aos animais
OBI e OB2, respectivamente, mas os valores permaneceram significativamente mais elevados
em relacdo ao grupo OS. (FIGURAS 15). Os valores individuais dos leucocitos estdo nas

tabelas 15 do apéndice A e a andlise estatistica na tabela 44 do apéndice B.
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FIGURA 15- Representagdo dos valores séricos dos leucocitos dos ratos submetidos a operagdo
simulada (OS), a obstrugéo biliar (OBle OB2) e dos animais OB1 ¢ OB2 submetidos a derivagdo biliar
com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), ® (Média). Diferengas
significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1 e OB2); OB1 vs DBD; OB2 vs DBJ
e OS vs (DBD e DBJ).

3.4 Andlise microbiolégica da bile

Nas amostras de bile dos animais do grupo OS e OB ndo ocorreu crescimento
bacteriano. Por outro lado, dentre os 20 animais submetidos a8 DBD e DBJ, 16 apresentaram
crescimento de germes na bile, onde 10 pertenciam ao grupo DBD. A Escherichia coli foi o
germe mais isolado e esteve presente em 10 animais. (FIGURA 16). A relagao dos germes

isolados para cada animal est4 na tabela 16 do apéndice A.
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2 — —
1
(0 OB DBD DBJ
‘ D E. coli B S. bovis O E. cloacae O A. Iwoffi B K. pneumoniae D E. faecalis B P. aeruginosa O S. capitis ‘

FIGURA 16 - Incidéncia de contaminagdo da via biliar e freqiiéncia dos germes encontrados nos
animais dos grupos OS, OB, DBD e DBJ.
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3.5 Analise histoldgica do figado

3.5.1 Andlise microscopica qualitativa

Em todos os animais submetidos a obstrucdo biliar houve proliferagdo intensa de
ductos biliares e fibrose. As alteragcdes foram mais acentuadas nos espagos portais, mas havia
irradiagao com intensidade varidvel para o interior do lobulo hepatico, em direcao a veia
centro lobular. Esse processo produziu a septacdo do parénquima hepatico com formacao de
ilhas de hepatocitos, denominados nodulos parenquimatosos, os quais foram freqilientes e de
tamanhos variados. Entremeando a fibrose e os ductos biliares, havia infiltrado inflamatorio
linfomononuclear com neutrofilos e plasmocitos de intensidade leve, nas zonas 2 e 3, a
moderada, na zona 1 do 16bulo hepatico.

Apos as derivagdes biliodigestivas houve recuperacdo da arquitetura hepatica com
reducdo da proliferacdo ductal e dos noédulos parenquimatosos. A redugdo da fibrose foi
mais discreta com persisténcia de septos nos espacos portais (FIGURA 17). Observou-se,
ainda, infiltrado inflamatorio linfomononuclear com neutréfilos e plasmocitos de
intensidade leve, nas zonas 2 e 3, a moderada/intensa na zona 1 do l6bulo hepéatico. A
relagdo da natureza e da intensidade das alteracdes inflamatorias para cada animal estd na

tabela 17 do apéndice A.



- 40 -

FIGURA 17 - Fotomicrografias obtidas a partir dos cortes histologicos do figado de animais dos
grupos OS, OB, DBD e DBJ. Em (A) Grupo OS com figado normal em (B) Grupo OB com fibrose
biliar secundaria apos ligadura do ducto biliar por 30 dias (* = ductos biliares; setas = fibrose, em (C)
Grupo DBD 3 meses ap6s DBD com recuperagao da arquitetura hepatica e fibrose residual e em (D)
Grupo DBJ 3 meses apdés DBJ com recuperagdo da arquitetura hepatica e fibrose residual (seta =
fibrose). Tricromico de Masson, 256X.

O namero de células estreladas hepaticas marcadas pela desmina, aparentemente, nao
se alterou no grupo OB em relag@o ao grupo OS. Apos a derivacdo biliar houve incremento no
namero de células estreladas que, aparentemente, foi mais acentuado apés DBD (FIGURA

18).
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FIGURA 18 — Prancha obtida a partir dos cortes histologicos do figado de animais dos grupos OS,
OB, DBD e DBJ corados da esquerda para a direita com H&E, Tricrdmico de Masson e imuno-
histoquimica 200X. As setas indicam as células estreladas hepaticas marcadas pelo anticorpo anti-
desmina, com aumento mais expressivo no grupo DBD.

3.5.2 Andlise microscopica quantitativa da fracéo de volume dos componentes
histoldgicos do figado

Os animais dos grupos OB, OB1 e OB2, quando comparados com os animais do grupo
OS, apresentavam reducao significativa da fracdo volumétrica de hepatocitos, acompanhada
de aumento da fra¢do de fibrose, dos ductos biliares e dos outros elementos histolégicos do
figado.

Os animais com obstrucao biliar (grupo OB) utilizados para o estudo de caracterizacao
da colestase extra-hepatica cronica e aqueles dos grupos OB1 e OB2 que foram submetidos as
derivacdes bilioduodenal e biliojejunal, respectivamente, e passaram a ser denominados
grupos DBD e DBJ apresentavam alteragdes morfométricas hepaticas semelhantes apenas para

a fracdo de volume de ductos biliares ¢ fibrose.
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Apo6s DBD e DBJ houve aumento significativo da fragdo de volume propor¢ional de
hepatécitos com redugao também significativa dos volumes proporcionais de fibrose e de
outros componentes histologicos. A reducdo significativa da fragdo de volume de ductos
biliares ocorreu apenas apos DBJ. Por outro lado, apenas a propor¢do de volume de
hepatdcitos e dos outros elementos histolégicos normalizou-se apés DBD e DBJ. As
propor¢des volumétricas de ductos biliares e fibrose permaneceram elevadas ap6s DBD e DBJ
em relagdo ao grupo OS. (TABELA 2) (FIGURAS 19, 20, 21 e 22). A propor¢do de volume
dos diferentes componentes histologicos (hepatocitos, ductos biliares, fibrose e outros
elementos histoldgicos) para cada animal dos diferentes grupos estd, respectivamente, nas
tabelas 18, 19, 20 e 21 do apéndice A e a andlise estatistica nas tabelas 45, 46, 47 e 48 do

apéndice B.

Tabela 2 — Efeito da obstrugdo biliar (OB, OB1 e OB2) e das derivagdes bilioduodenal (DBD) ¢
biliojejunal (DBJ) sobre a fracdo de volume (%) dos elementos histoldgicos do figado (média +
desvio padrao).

0S (n=8) OB (n=6) OB1 (n=10) DBD (n=10) 0B2(n=10) DBJ (n=10)
Hepatdcitos ~ 67,20+4,72 37,86 £ 8,14 28,56 6,33 59,33 £6,23 30,72 7,06 63,64 4,12  *1
Ductos 0,05 + 0,04 10,46 + 3,64 7,66 +2,19 1,95+1,28 8,23 1,90 1,13+0,88 *2
Fibrose 0,19£0,12 11,24 £4,84 9,15+2,88 3,82+1,69 10,16 + 3,53 2,35+0,84 *3
Outros 31,41 £4,79 38,56 + 4,43 54,63 +8,12 34,90 + 4,84 50,90 + 8,12 33,16 £4,53  *1

* 1 comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2); OB vs (OB1 ¢ OB2); OB1 vs DBD ¢ OB2 vs DBJ.
* 2 comparagdes multiplas significativas: OS vs (OB, OB1, OB2); OB2 vs DBJ; OS vs (DBD e DBJ).
* 3 comparacdes multiplas significativas: OS vs (OB. OB1. OB2): OB1 vs DBD: OB2 vs DBJ)e OS vs ( DBD e DBJ ).
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0,8

0’7_ @
~ 0,67 H E
§ 1
4 0,54
=
\O
£ 04-
Q.
(]
I

0,34

0,2-

0’1_ T T T T T T

0S OB OB1 DBD 0B2 DBJ
Grupos

FIGURA 19 - Representacdo dos valores percentuais da fracdo de volume dos hepatocitos dos ratos
submetidos a operacao simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB, OB1 e OB2) e dos animais OB1 e OB2
apos derivagdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), ®
(Média). Diferengas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB vs

(OB1 e OB2); OB1 vs DBD e OB2 vs DBIJ.
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FIGURA 20 - Representagdo dos valores percentuais da fracdo de volume dos ductos dos ratos
submetidos a operacdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OB1 ¢ OB2) ¢ dos animais OB1 ¢ OB2

apos derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.

(Mediana), ©

(Média). Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB2 vs

DBJ; OS vs (DBD e DBJ).
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FIGURA 21 - Representacdo dos valores percentuais da fracdo de volume da fibrose dos ratos
submetidos a operacdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OB1 e OB2) ¢ dos animais OB1 ¢ OB2
apos derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.  (Mediana), &
(Média). Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB1 vs
DBD; OB2 vs DBJ ¢ OS vs ( DBD ¢ DBJ).
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FIGURA 22 - Representagdo dos valores percentuais da fracdo de volume dos outros componentes
histolégicos dos ratos submetidos a operagao simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB, OB1 ¢ OB2) e
dos animais OB1 ¢ OB2 apés derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ),
respectivamente. _ (Mediana), ® (Média). Diferencas significativas foram observadas entre os
grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB vs (OB1 e OB2); OB1 vs DBD e OB2 vs DBJ..
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3.5.3 Andlise da massa estimada do figado e microscopica quantitativa dos seus
componentes histol égicos

Os animais do grupo OB, quando comparados com os animais do grupo OS,
apresentavam aumento significativo da massa estimada hepatica. Apé6s DBD e DBJ houve
reducao significativa da massa estimada do figado em relacdo ao grupo OB e os valores
obtidos foram equivalentes ao grupo OS. Por outro lado, a massa de hepatocitos ndo se alterou
na vigéncia da obstrugdo biliar e apds as derivagdes biliodigestivas (TABELA 3) (FIGURAS
23 e 24). Os valores individuais da massa estimada do figado e dos hepatocitos para os
animais dos diferentes grupos estudados estdo, respectivamente, nas tabelas 22 e 23 do

apéndice A e a andlise estatistica nas tabelas 49 e 50 do apéndice B.

Tabela 3 — Efeito da obstrugdo biliar (OB) e das derivagdes bilioduodenal (DBD) e biliojejunal
(DBJ) sobre a massa relativa do figado e do bago (g/kg), a massa estimada, em g/kg de peso corporal,
dos componentes histologicos do figado e do ntimero de células estreladas hepaticas (média + desvio
padrao).

0S (n=8) OB (n=6) DBD (n=10) DBJ (n=10)
M assa hepética 33,72 +£3,37 60,71 + 6,38 35,13 +6,75 35,78 +£3,35 *1
M assa esplénica 1,74 £ 0,13 6,81+ 1,39 423 +1,53 3,08 +£0,57 *2
Hepatécitos 22,71 +3,19 23,19 +6,22 21,07 £ 5,49 22,74 +242 NS
Fibrose 0,07 £ 0,05 6,64 +£2,19 1,29 £0,56 0,84 +£0,31 *3
Ductos biliares 0,02 £ 0,02 6,24+ 1,77 0,65+ 0,43 0,41+0,33 *4
Outros componentes 10,61 £1,96 23,37+3,15 12,12 +£2.42 11,90 £2,42 *1
Céulasestreladas 24,13 £ 12,86 38,67 + 13,06 71,50 + 32,68 56,00 +21,97 *5

*  NS-nao significante

*1 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB e OB vs (DBD, DBJ).

*2 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ); DBD vs DBJ; OS vs (DBD ¢ DBJ).
*3 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ); OS vs (DBD e DBJ).

*4 compara¢des multiplas significativas: OS vs OB e OS vs (DBD e DBJ).

*5 comparagdes multiplas significativas: OB vs DBD; OS vs (DBD e DBJ).
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FIGURA 23 - Representacdo dos valores da massa estimada do figado em g/kg de peso corporal dos
ratos submetidos a operacdo simulada (OS), & obstrucdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), & (Média).. Diferengas significativas
observadas entre os grupos OS x OB e OB x (DBD e DBJ).
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FIGURA 24 - Representagdo dos valores da massa estimada dos hepatdcitos em g/kg de peso corporal
dos animais submetidos a operacao simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), & (Média). Nao houve diferenca significativa

entre os grupos.



- 47 -

ApoOs obstrucdo biliar houve aumento significativo da massa relativa de fibrose e
ductos biliares no grupo OB em relacdo ao controle. Apos as derivacdes bileodigestivas houve
redugdo significativa da massa estimada de fibrose, tomando como comparagdo o grupo OB.
Por outro lado, ap6és DBD e DBJ ndo houve redugao significativa da massa de ductos biliares.
As massas de fibrose e ductos biliares apés DBD e DBJ mantiveram-se significativamente
mais elevadas em relacdo aos valores observados no grupo OS (TABELA 3) (FIGURAS 25 ¢
26). Os valores individuais da massa estimada dos ductos biliares e da fibrose para os animais
dos diferentes grupos estudados estdo, respectivamente, nas tabelas 24 e 25, no apéndice A e a

andlise estatistica nas tabelas 51 e 52 do apéndice B.
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FIGURA 25 - Representacdo dos valores da massa estimada da fibrose em g/kg de peso corporal dos
animais submetidos & operacdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). (Mediana), ® (Média). Diferencas significativas
observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ); OS vs (DBD e DBJ).



- 48 -

Massa estimada de ductos biliares

Ductos biliares (g/kg)

N -
N N ——
T
oS OB DBD DBJ
Grupos

FIGURA 26 - Representacdo dos valores da massa estimada de ductos biliares em g/kg de peso
corporal dos animais submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivagao biliar
com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), ® (Média). Diferencas significativas
observadas entre os grupos OS vs OB ¢ OS vs ( DBD e DBJ).

Em relacdao aos valores da massa relativa dos outros elementos histologicos, houve
aumento significativo no grupo OB em comparacdo ao grupo OS. Apos as derivagdes
biliodigestivas houve redugdo significativa dos outros elementos histologicos com
normaliza¢do, adotando a comparagdo com o grupo OS (TABELA 3) (FIGURA 27). Os
valores individuais da massa estimada dos outros elementos histoldgicos para os animais dos
diferentes grupos estudados estdo na tabela 26 do apéndice A e a andlise estatistica na tabela
53 do apéndice B.

. Houve aumento significativo das células estreladas hepaticas no grupo DBD em
relagdo ao grupo OB. Apoés DBD e DBJ, o nimero de células estreladas manteve-se
significativamente maior em relacdo ao grupo OS (TABELA 3) (FIGURA 28). Os niimeros de
células estreladas para cada animal dos diferentes grupos estdo na tabela 27 do apéndice A e a

andlise estatistica na tabela 54 do apéndice B.
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Massa estimada dos outros elementos histolégicos
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FIGURA 27 - Representacdo dos valores da massa estimada dos outros elementos histologicos em
g/kg de peso corporal dos animais submetidos a operacao simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a
derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), ® (Média). Diferengas
significativas observadas entre os grupos OS vs OB e OB vs (DBD e DBJ).
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FIGURA 28 - Representacdo dos valores das células estreladas hepaticas da zona metabolica hepatica
1 nos ratos submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB), a derivagdo bilioduodenal
(DBD) e derivagao biliojejunal (DBJ).  (Mediana), ® (Média). Diferencas significativas observadas
entre os Grupos OB vs DBD; OS vs (DBD e DBJ).
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3.5.4 Andlise da massa estimada do baco

ApOs obstrugdo biliar houve aumento significativo da massa relativa do bago no grupo
OB em comparacdo com o grupo OS. Apos as derivagdes bileodigestivas houve reducdo da
massa estimada do baco de forma significativa em relacdo ao grupo OB. Todavia, na
comparagdo entre DBD e DBJ, a ultima proporcionou reducdo mais significativa da
esplenomegalia. Por outro lado, nenhuma das modalidades de derivagao biliar propiciou a
normaliza¢do da massa estimada do bago, tomando como comparagdo o grupo OS (TABELA
3) (FIGURA 29). Os valores individuais da massa estimada do baco para os animais dos
diferentes grupos estudados estdo na tabela 28 do apéndice A e a andlise estatistica na tabela

55 do apéndice B.
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FIGURA 29 - Representacdo dos valores da massa estimada do baco em g/kg de peso corporal dos
ratos submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrug¢do biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), ® (Média). Diferencas significativas
observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ); DBD vs DBJ; OS vs (DBD e DBJ).

3.6 Andlise bioquimica tecidual do figado

3.6.1 Funcdo mitocondrial

O consumo de oxigénio no estado 3 da respiracdo mitocondrial, ap6s obstrucao biliar,
reduziu-se, mas sem diferenga significativa em comparagdo com o grupo OS. Apdés DBD e
DBJ houve aumento significativo do consumo de oxigénio no estado 3 na comparagdo com

OB. Em relagdo ao consumo de oxigénio no estado 4 houve aumento significativo no grupo
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OB em relagdao ao grupo OS, o qual se manteve apéos DBD e DBJ. O consumo de oxigénio
ap6s DBJ foi significativamente menor em comparagdo a DBD. Por outro lado, tanto DBD
quanto DBJ mantiveram o consumo de oxigénio significativamente maior que o grupo OS
(TABELA 4) (FIGURAS 30 e 31). Os valores individuais do consumo de oxigénio nos
estados 3 e 4 para os animais dos diferentes grupos estudados estdo, respectivamente, nas

tabelas 29 e 30 do apéndice A e a andlise estatistica nas tabelas 56 ¢ 57 do apéndice B.

Tabela 4 — Efeito da obstrugdo biliar (OB) e das deriva¢des bilioduodenal (DBD) e biliojejunal
(DBJ) sobre a fosforilagdo oxidativa do figado (média + desvio padrao).

0S (n=8) OB (n=6) DBD (n=10) DBJ (n=10)
E:ago 2 89,26 + 18,07 70,61 + 8,03 107,97 +21,07 107,89 +2323  *1
AD‘; 8 22,77 +5,53 44,43 +533 47,75 + 12,21 35,40+9,14 *)
RCR 1,54 £0,11 0,78 0,09 1,24 +£0,40 1,35+0,26 *3
. 4,10+ 121 1,58 + 0,20 223 +0,63 3,14+ 0,67 *4
Potencial de membrana ’ ’ ’ > > ’ ) >
149,50 + 2,50 150+ 0 149.6 + 0,84 148,60 £ 096 NS

indice defosforilacdo

oxidativa 136,89 + 28,36 55,42+ 10,51 133,71 £45,35 144,24 + 38,39 *5

*1 comparagdes miltiplas significativas: OB vs (DBD e DBJ).

*2 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB; DBD vs DBJ e OS vs (DBD e DBJ).

*3 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ) e OS vs DBD.

*4 comparagdes multiplas significativas: OS vs OB; OB vs DBJ; DBD vs DBJ e OS vs DBD.
*5 comparacdes miltilas significativas: OS vs OB: OB vs (DBD e DBJ)
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FIGURA 30- Representacdo dos valores séricos do consumo de oxigénio pelas mitocondrias
hepaticas (n a&tomos de oxigénio,/min./mg.prot.) no estado 3 dos ratos submetidos a operagao simulada
(OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).
(Mediana), © (Média). Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OB vs (DBD e
DBJ).
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FIGURA 31 - Representagdo dos valores séricos do consumo de oxigénio pelas mitocondrias
hepaticas (n atomos de oxigénio,/min./mg.prot.) no estado 4 dos ratos submetidos a operacao simulada
(OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivagdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).
(Mediana), ® (Média). Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs OB; DBD vs
DBJ e OS vs (DBD e DBJ).

A razdo do controle respiratorio (RCR) e da ADP-O reduziram-se de forma
significativa no grupo OB, quando comparadas ao grupo OS. Apdés DBD e DBIJ, houve
aumento significativo dos valores da ADP-O, enquanto o aumento do RCR foi significativo
apenas apos DBJ. A recuperacio da RCR e da ADP-O ndo se verificou apés DBD na
comparagdo com OS (TABELA4) (FIGURAS 32 e 33). Os valores individuais da RCR ¢ da
ADP-O para os animais dos diferentes grupos estudados estao, respectivamente, nas tabelas 31

e 32 do apéndice A e a anélise estatistica nas tabelas 58 e 59 do apéndice B.
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FIGURA 32 - Representacdo dos valores da razdo do controle respiratorio (RCR) dos ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o duodeno
(DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), & (Média). Diferencas significativas foram observadas
entre os grupos OS vs OB; OB vs DBJ; DBD vs DBJ e OS vs DBD.
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FIGURA 33 - Representacdo dos valores do ADP:O (nM de ADP/natomos de oxigé€nio) das
mitocondrias hepaticas dos ratos submetidos a opera¢do simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) ¢ a
derivagdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), & (Média). Diferencas
significativas foram observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ) e OS vs DBD.
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Por outro lado, o potencial de membrana mitocondrial ndo se alterou na vigéncia da
obstrugao biliar e ap6s as derivagdes biliodigestivas (TABELA 5) (FIGURA 34). Os valores
individuais do potencial de membrana para os animais dos diferentes grupos estudados estao

na tabela 33 do apéndice A e a analise estatistica na tabela 60 do apéndice B.
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FIGURA 34 - Representacdo dos valores do potencial de membrana em mV das mitocondrias
hepaticas de ratos em submetidos a opera¢do simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e a derivagio
biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).  (Mediana), & (Média). Nao foram observadas
diferengas significativas entre os grupos.

O indice de fosforilacdo oxidativa reduziu-se significativamente no grupo OB,
comparando se com o grupo OS e, apo6s as derivagdes bileodigestivas, houve aumento
significativo em comparacdo ao grupo OB, atingindo valores equivalentes ao grupo OS
(TABELA 5) (FIGURA 35). Os valores individuais da fosforilacdo oxidativa para os animais
dos diferentes grupos estudados estdo na tabela 34 do apéndice A e a andlise estatistica na

tabela 61 do apéndice B.
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FIGURA 35- Representacdo dos valores do indice de fosforilacdo oxidativa das mitocondrias
hepaticas em nM de ATP/min./mg de proteina de ratos submetidos a operagdo simulada (OS), a
obstrugdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).
(Mediana), ® (Média). Comparagoes multiplas significativas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD ¢
DBIJ).

3.7 Analise do malondialdeido hepatico

Os valores mediano € médio com o seu desvio padrao de malondialdeido registrados
no grupo OB foram, respectivamente, de 34,32 e (34,76 £ 5,96uM), significativamente
maiores do que aqueles obtidos para o grupo OS, respectivamente, de 17,79 e (18,41 +
5,46uM). Apos DBD e DBJ, houve redugdo significativa do MDA em comparagdo ao grupo
OB, atingindo valores mediano ¢ médio com o seu respectivo desvio padrao de 18,31 e
(19,71£6,12uM) para DBD e 25,09 e (21,8916,84uM) para DBJ. Nao houve diferengas
significativas na comparagdo entre DBD e DBJ e desses com o grupo OS (FIGURA 36). Os
valores individuais do MDA para os animais dos diferentes grupos estudados estdo na tabela

35 do apéndice A e a analise estatistica na tabela 62 do apéndice B.
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FIGURA 36 - Representacdo dos valores séricos do malondialdeido (MDA) dos ratos submetidos a
operagdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e & derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o
jejuno (DBJ).  (Mediana), ® (Média). Diferengas significativas foram observadas entre os grupos
OS vs OB; OB vs (DBD ¢ DBJ).



4. DISCUSSADO
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Essa discussao tem como desafio especifico compreender os resultados obtidos com
esse estudo experimental e, simultaneamente, demonstrar que esse trabalho ¢ parte de um
conjunto de indagagdes acerca da atencdo clinica aos pacientes portadores de colestase extra-
hepatica e da gestdo do cuidado e do acesso desses pacientes aos servigcos e ao sistema de
saude. Essa contribui¢do e outras relacionadas ao estudo da colestase extra-hepatica, nos
aspectos da prevencao, das modalidades de diagndstico e tratamento e da sistematizagdo do
acesso aos servigos de satde, serdo analisadas. A perspectiva ¢ oferecer algumas respostas e
apontar a necessidade de estudos clinicos, experimentais e de gestdo para o tema da colestase
extra-hepatica.

Em referéncia a organizagao de servigos e sistemas de saude, ¢ oportuno lembrar que
o principio da descentralizagio administrativa do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL,
1990a), aliado a diretriz da hierarquizagdo da atencdo a saude (BRASIL, 1990b) abriu a
possibilidade de implantacdo de redes assistenciais de complexidade tecnoldgica crescente.
Essas redes assistenciais t€ém a atribuicdo de prevenir problemas de satde, diagnosticar e
tratar os doentes e reabilitd-los de eventuais seqiielas. Dessa forma, a rede assistencial, que
conta com estratégias para reduzir a incidéncia de colestase extra-hepatica, responde aos
resultados desse estudo e de outros, onde se demonstra que os tratamentos reduzem de forma
significativa os efeitos da obstrucdo biliar, mas, as vezes, ndo sdo suficientes para obtencao
da cura, podendo ainda produzir efeitos adversos (HASHIMOTO; KOTOURA;
OHYANAGI, 2005; SANTOS et al., 1998, 2005; ZIMMERMAN et al., 1992).

Nesses quase 20 anos de regulamentagdo do SUS, constatou-se, recentemente, que as
redes assistenciais, para funcionarem em sintonia com os problemas de satde da populacao,
precisam ter o seu modelo de atengdo e de gestdo do acesso a assisténcia revisto. Os
Complexos Reguladores, com o auxilio dos protocolos clinicos e de regulagio (BRASIL,
2006; LOPES et al., 2007; SANTOS et al., 2003, 2007), podem alterar a incidéncia da
colestase extra-hepatica, os seus efeitos, bem como a modalidade de investigacdo e
tratamento empregados.

O descompasso entre a necessidade de satde da populagdo e o acesso aos servigos de
saude, com capacidade resolutiva, passou a ser percebido em nosso meio na primeira década
de implantacao do SUS (BRASIL, 2006; LOPES et al., 2007; SANTOS et al., 2003, 2007).
Uma amostra dessa situacdo € representada pelas listas de espera para tratamento cirirgico de
afec¢des de média complexidade, onde destaca-se a colelitiase sintomatica. Trata-se de uma

afec¢do de alta prevaléncia onde a adogao de estratégias para garantir o0 acesso oportuno, por
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exemplo, por meio da implementacao do seu tratamento em regime ambulatorial, (SANTOS
et al., 2001) pode prevenir complicacdes que se acompanham de colestase.

O acesso oportuno ao tratamento da colelitiase sintomatica, por meio da
colecistectomia em regime ambulatorial, pode reduzir a incidéncia de coledocolitiase,
colangite e pancreatite aguda biliar. Por outro lado, a flexibililizagdo do emprego de alguns
recursos diagndsticos e terapéuticos sem a preocupacao com efeitos adversos a curto e médio
prazo reforca a importancia das acdes de prevencdo e da sele¢do criteriosa dos métodos
diagnésticos e terapéuticos. A indicagdo de colangiopancreatografia retrograda endoscopica
(CPRE) na abordagem da pancreatite aguda biliar e a derivagdo bilioduodenal (DBD) como
opg¢ao preferencial em relacdo a biliojejunal (DBJ) na era videolaparoscopica sdao exemplos
emblematicos da necessidade de estudos para andlise, sobretudo a longo prazo, dos efeitos
desses procedimentos.

Ha cerca de 20 anos, alguns autores passaram a recomendar a realizagdo rotineira da
papilotomia endoscdpica nas primeiras 72 horas para a pancreatite aguda biliar (FAN et al.,
1993; NEOPTOLEMUS et al., 1988a e b). Mais recentemente, observou-se que CPRE de
rotina beneficia somente um pequeno numero de pacientes, em que o calculo persiste na via
biliar principal, sendo que a maioria deles seria submetida a um procedimento invasivo
desnecessario, com seus riscos associados (HAMMARSTROM et al., 1999; CHANG et al.,
2000). Outro estudo demonstra que a papilotomia endoscdpica ndo teve efeito significativo na
mudanca do escore de faléncia orgdnica e nem na progressdo das lesdes pancreaticas e
peripancreaticas (ORIA et al., 2007). Ainda, refor¢ando a importancia das acdes que possam
prevenir a colestase secunddria a pancreatite aguda biliar, recentemente, em nosso meio,
demonstrou-se que a despeito da organizacdo do acesso aos servigos de saude e da
incorporagdo tecnoldgica com a adog¢do de procedimentos menos invasivos, as taxas de
mortalidade na pancreatite aguda branda e grave ndo se modificaram (CARVALHO et al.,
2007).

Os ataques repetidos de dor biliar podem provocar alteracdes inflamatorias loco-
regionais, configurando o desenvolvimento de quadros agudos (colecistite aguda) ou crénicos
(vesicula escleroatrofica), cujo tratamento aumenta a incidéncia de lesdo traumatica da via
biliar. A lesdo traumatica da via biliar, por sua vez, também pode ser agravada por
dificuldade de acesso oportuno ao tratamento e, ndo raramente, por reoperacdes executadas
por profissionais com deficiéncia na formagdo técnica e/ou ética. Esses fatores podem
transformar lesdes mais acessiveis as derivacdes biliodigestivas efetivas em lesdes mais

complexas. Alguns pacientes com colestase cronica secundaria a lesdo traumatica da via
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biliar podem apresentar lesdes no figado como fibrose e cirrose com hipertensao portal, onde
a davida entre a indicagao ou revisao da derivagao biliar e o transplante hepatico, bem como a

evolugcdo poés-operatoria ainda persiste (FIGURA 37) e, portanto, comporta estudos

experimentais na linha do que foi delineado.

FIGURA 37 - Ressonancia nuclear magnética de mulher com 20 anos de idade e lesdo traumatica da
via biliar ha 3 anos decorrente de colecistectomia por videolaparoscopia em servico de média
complexidade. Apds duas tentativas de reparo da via biliar sem sucesso a paciente foi encaminhada ao
servigo de referéncia tercidria com colestase, lesdo do tipo E3 de Strasberg (STRASBERG et al, 1995),
hepatoesplenomegalia e varizes de esdfago, onde foi submetida a DBJ. A) Imagem axial pesada em T1
— hepatoesplenomegalia notando-se heterogeneidade no lobo direito (fibrose), B) Imagem axial pesada
em T2 — hepatoesplenomegalia notando-se dilatagdo das vias biliares intra-hepaticas, C e D)
Colangiografia por ressonancia magnética (Imagens coronais obliquas pesadas em T2) — Dilatagdo das
vias biliares intrahepaticas com lesdo da jung@o dos ductos hepaticos e pequenos calculos intra-
hepaticos. Colédoco e ducto pancreatico de calibre preservado. Fonte: Centro de Ciéncias da Imagem
do HCFMRP-USP.

Dessa forma, o percurso dos pacientes com colestase extra-hepdatica e os indicadores

do tratamento dessa afec¢cdo podem ser influenciados pela natureza da doenca, pela qualidade
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da formacao técnica e ética dos profissionais e pelas caracteristicas do sistema de satde. A
analise da influéncia dos recursos diagndsticos e terapéuticos na abordagem da colestase
extra-hepatica comporta o desenvolvimento de modelos experimentais que reproduzam as
lesdes hepaticas cronicas dessa sindrome na perspectiva de orientar a tomada de decisdao
clinica e até reguladora do acesso ao tratamento.

Em nosso meio foi desenvolvida uma técnica de obstrucao biliar em ratos baseada na
ligadura com envolvimento do ducto hepatico (CASTRO E SILVA JUNIOR et al., 1995).
Esse procedimento produz uma zona de fibrose no trajeto da via biliar que dificulta a
recanalizagdo, registrada com freqliéncia ante os métodos que envolvem ligadura simples,
transecgdo e resseccao. Ainda, a obstrug¢do biliar por envolvimento do ducto biliar induz
alteracdes mais graves que as registradas na literatura (CAMERON; HASAN, 1958;
FRANCO et al, 1979; JOHNSTONE; LEE, 1976; TRAMS; SYMEONIDIS, 1957;
ZIMERMANN et al., 1992) e que sdo compativeis com a cirrose biliar secundéria e
hipertensao portal a partir da quarta (KONTOURAS; BILLING; SCHEUER, 1984) e quinta
semanas de obstru¢do (SANTOS et al., 1998).

No presente estudo, a técnica de obstrucdo biliar foi empregada com o objetivo de
obter lesdes hepaticas semelhantes aquelas mencionadas na lesdo traumatica das vias biliares.
Apo6s indugdo da obstrugdo biliar, os animais desenvolveram aumento significativo das
bilirrubinas totais e fracdes, das aminotransferases, da fosfatase alcalina. Em associacdo a
essas alteragdes indicadoras da colestase, houve hipoalbuminemia, reducdo da funcao
oxidativa e fosforilativa das mitocondrias hepaticas ¢ aumento do estresse oxidativo.
Acompanhando essas alteragdes bioquimicas e metabolicas, ocorreram alteragdes
morfoldgicas também significativas, caracterizadas por aumento da proliferacdo ductal e da
fibrose, e das respectivas massas estimadas desses componentes, praticamente nas mesmas
propor¢des. Os animais apresentaram hepatoesplenomegalia, mas a massa estimada de
hepatdcitos manteve-se, diferentemente dos achados do experimento anterior com obstrucao
biliar empregando a mesma técnica, onde apds cinco semanas houve redu¢do significativa da
massa estimada de hepatdcitos (SANTOS et al., 1998).

As enzimas canaliculares e celulares utilizadas como marcadores para caracterizar as
alteragdes decorrentes da obstrugdo biliar alteram-se logo nos primeiros dias e estabilizam-se
até a quinta semana, mas as alteracdes morfométricas, que ndo sdo acessiveis a avaliacdo
clinica rotineira, parecem ser mais sensiveis ao tempo de obstrugcdo biliar, pois hd um
agravamento progressivo das lesdes (KONTOURAS; BILLING; SCHEUER, 1984). Entre a

quarta e quinta semanas ja ocorre reducao da massa hepatocitica e incremento da fibrose em



=62 -

relagdo a massa ductal (SANTOS et al., 1996). Apesar do grande desarranjo hepatocelular
com o aparecimento de ilhas de hepatdcitos, envoltas por fibrose e da proliferacdo ductal, o
quadro nesse estudo foi caracterizado como fibrose biliar secundéria e hipertensdo portal.

Tomando como base o carater progressivo das lesdes histologicas, a discussdo sobre
0 acesso a investigacdo e tratamento oportunos para a colestase extra-hepatica cronica torna-
se pertinente. Todavia, a realidade mostra que os pacientes por vezes sao submetidos a
extensas investigacdes bioquimicas e de imagem, em parte para atender as necessidades de
mercado (prestadores de servicos conveniados ou contratados), o que retarda a resolugdo,
modifica a condi¢do do doente e da doenga e onera o sistema de saude.

Nao raramente, alguns pacientes com colestase por tumor periampolar sao
encaminhados para o hospital de referéncia cerca de 4 a 6 meses ap6s o inicio do quadro.
Dentre as justificativas para o retardo no acesso aparece a necessidade de complementacdo
diagnédstica, por meio de tomografia computadorizada ou ressondncia magnética. Esses
exames, na maioria das vezes, nada acrescentam a avaliacdo clinica, bioquimica e
ultrassonografica, suficientes para proceder ao encaminhamento para o hospital de referéncia
terciaria (SANTOS et al., 2007). Ademais, esses exames muitas vezes precisam ser repetidos
para concluir o estadiamento da doenga, em fun¢do do tempo decorrido entre os exames
realizados fora do hospital de referéncia e o atendimento, ou da impropriedade dos mesmos
para tal finalidade. Outro problema do longo percurso dos doentes com colestase extra-
hepatica até os servicos de referéncia € a exposicdo, de forma indevida, desses pacientes a
exames de imagem invasivos e com potencial para interferir no prognostico, como ¢ o caso
da CPRE.

Essas observacdes motivaram a elaboracdo de um protocolo clinico e de regulacao
para os casos de ictericia no adulto e idoso (SANTOS et al., 2007). A sistematizagdo das
intervengoes diagnostica e terapéutica para cada componente da rede assistencial, da atencao
basica ao hospital tercidrio, com a ordenacao de acesso pelo Complexo Regulador do Sistema
de Satde pode encurtar o percurso e modificar abordagem diagnostica e terapéutica. Dessa
forma, a partir de quatro cendrios mais freqiientes de apresentagdo clinica da colestase extra-
hepatica pode planejar a investigagdo com base na estrutura da rede assistencial e da
necessidae da doenca, de forma a dar mais seguranca a assisténcia, prevenir eventos adversos

e garantir a racionalidade na aplicagdo dos recursos (FIGURA 38).
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FIGURA 38 - Algoritmo para abordagem clinica e reguladora da ictericia no adulto e idoso na rede
assistencial do Sistema Unico de Satde. Fonte: Santos et al. (2007).

Uma das motivagdes para elaboragdo do protocolo clinico e de regulagdo foi o
resultado de estudo feito em nosso meio para avaliar o efeito da descompressao endoscopica
pré-operatoria em pacientes com colestase por neoplasia periampolar. Os achados desse
estudo refor¢am a necessidade de investigar o efeito de procedimentos que interfiram no
fluxo dos doentes portadores de colestase extra-hepatica na rede assistencial e ainda o
emprego de recurso terapéutico que altera a interagdo entre o trato digestivo e a via biliar
(SANTOS et al., 2005).

A descompressdo biliar pré-operatoria endoscopica, mediante infundibulotomia ou
emprego de proteses ¢ indicada com o objetivo de eliminar os efeitos deletérios da
hiperbilirrubinemia sobre os sistemas: cardiovascular, excretor, hematolégico, imunoldgico e
digestivo (DAWSON, 1965; KIMMINGS et al.,1995) e, dessa forma, melhorar os resultados
do tratamento cirrgico da neoplasia periampolar. O procedimento ¢ adequado para aliviar a
colestase, mas por outro lado, o efeito benéfico sobre os resultados cirtirgicos ndo tem sido
confirmado (SANTOS et al., 2005; CORTES et al., 2006).

Dessa forma, o método empregado para descompressao biliar tem suas limitagdes.
Além de ndo reduzir a morbidade e a mortalidade pds-operatorias, induz ao aparecimento do

refluxo enterobiliar caracterizado por restos alimentares e debris no interior da via biliar e
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ainda o aumento significativo da contaminacao da via biliar por bactérias (TABELA 5)
(SANTOS et al., 2005). Esse resultado e de outros trabalhos (HODUL et al., 2003, CORTES
et al., 2006) limitam os cendrios que comportam a descompressdo biliar pré-operatoria e
reforcam a necessidade de sistematizar o acesso aos procedimentos invasivos, a despeito das
vantagens relatadas e da auséncia de efeitos adversos apontados por outros autores

(SEWNATH et al., 2001; SALEH et al., 2001).

TABELA 5 — Influéncia da descompressdo biliar pré-operatoria (grupo I) na incidéncia de
contaminagdo biliar, infecgdo pds-operatoria, morbidade e mortalidade de pacientes com neoplasia
periampolar. Fonte: Santos et al, (2005).

Grupo| (n=14) Grupo Il (n=39) p

Contaminacao da bile 13 (92.8%) 16 (41%) 0.001
Infecgao pos-operatdria 7 (50%) 11 (28%) NS
Morbidade 9 (64.2%) 18 (46%) NS
Mortalidade 0 3 (7.6%) NS

NS: Nao significante.

O alivio da colestase extra-hepatica ante a uma operacao de grande porte deve figurar
como alternativa entre as medidas pré-operatorias, mas os riscos € os beneficios inerentes ao
método empregado para obtencdo da desobstrugdo biliar, as conseqiiéncias da descompressao
biliar aguda e as seqiielas, no longo prazo da técnica empregada para derivar a via biliar, ndo
podem ser desconsideradas.

O tratamento cirargico da ictericia obstrutiva estd associado a taxas elevadas de
complicagdes. A hiperbilirrubinemia, a baixa taxa de filtragdo glomerular, a presenca de
produtos de degradacdo do fibrinogénio, a endotoxemia, a queda do hematocrito e a presenga
de cancer (HUNT, 1980; DIXON, 1983) estdo associadas as taxas de morbidade que variam
de 20 a 70 % e as de mortalidade que estdo entre 5 ¢ 20 % no periodo poOs-operatorio
(KIMMINGS et al., 1995; NAKEEB; PITT, 1995). A mortalidade pos-operatoria em estudo
experimental com ratos submetidos a DBJ com quatro semanas de colestase foi de 66%
(ZIMMERMAN et al., 1992), enquanto nesse experimento foi de 76,19% para o grupo DBD e
83,05% para o grupo DBJ. Esses registros apontam para a necessidade de melhorar a
compreensdo dos fatores que podem implicar nas elevadas taxas de mortalidade apds
derivacdo biliar, ndo atribuivel ao método cirurgico especificamente empregado.

Estudos experimentais com obstrucdo biliar extra-hepatica demonstraram diminui¢ao
do fluxo hepatico total (HUNT, 1979; MATHIE et al., 1988), configurando um estado de
isquemia hepatica funcional decorrente da dilatagcdo do sistema ductal biliar (ROSELINO;

CASTRO E SILVA JUNIOR; CENEVIVA, 1992). A hipoxia tecidual hepatica pode
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desencadear lesdes celulares e maior vulnerabilidade aos efeitos deletérios do acimulo de sais
biliares e bilirrubinas.

A descompressdo biliar reduz bruscamente a pressdo na veia porta, com aumento do
fluxo portal, além de reduzir a pressdo venosa central e a pressao arterial sistémica. Sugere-se
que, com a reperfusdo, possa ocorrer um seqiiestro de liquidos no interior do figado, com
liberacao de lipases enddgenas e radicais livres de oxigénio, culminando com a diminui¢ao do
volume plasmatico efetivo e hipotensao (STERR, 1968).

A interrup¢ao do fluxo sangiliineo a um 6rgdo seguida da sua reperfusdo pode causar
resposta inflamatoria aguda com dano celular significante e disfungdo orgénica. A reperfusao,
apos periodo de isquemia, resulta em perda da viabilidade do endotélio dos sinusdides com
disturbio da microcirculagdo e da adesdo de leucdcitos e plaquetas, diminui¢do do fluxo sangiiineo
e perpetuacdo do processo de isquemia, além de propiciar a ativagdo das células de Kupffer e
neutréfilos (CALDWELL-KENKEL; THURMAN; LEMASTERS, 1988; CYWESet al., 1993).

As células de Kupffer podem gerar varios mediadores inflamatorios que
desempenham papel central na lesdo de isquemia e reperfusdo do figado, inclusive na
producdo de radicais livres resultantes da peroxidacdo de lipidios e de lesdo da célula
endotelial. Esta resposta resulta em vasoconstricdo, agregacdo plaquetaria, quimiotaxia e
adesdo de neutrofilos as células endoteliais. A produgdo de citocinas, como o fator de necrose
tumoral (TNF a), esta relacionada a mediacdo da resposta inflamatdria e niveis elevados
foram encontrados em animais com obstrugao biliar, (GREVE et al., 1990; FERREIRA et al.,
2007) e em pacientes ictéricos (HUNT et al, 1982).

Desta forma, ha evidéncias de que a colestase extra-hepatica cronica pode reduzir o
fluxo sangliineo portal por compressdo extrinseca das vias biliares dilatadas e,
conseqiientemente, induzir a isquemia hepatica. A derivacdo biliar pode, de forma aguda,
restabelecer os fluxos biliar e portal e proporcionar o fendmeno descrito como lesdo de
isquemia e reperfusdo do figado. Essas alteragdes podem estar implicadas nas intercorréncias
clinicas pos-operatdrias do tratamento cirargico da obstrucao biliar.

Estudo experimental para determinar as alteragdes morfologicas, bioquimicas,
inflamatoérias ¢ do metabolismo energético no figado ¢ no sangue, compativeis com o
fenomeno da isquemia e reperfusdo foi conduzido em nosso meio (FERREIRA et al., 2007).
Ratos com 2 semanas de obstrugio biliar foram submetidos a DBD e avaliados na 6 € na 24"
horas de pos-operatdrio. O conjunto de alteragdes registradas no estudo: elevagdo significativa
das aminotransferases apos 6 horas da DBD, aumento dos valores de TNFa (FIGURA 39)

aumento do consumo ativado e basal de oxigénio pelas mitocondrias, manutengdo da razao de
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controle respiratorio baixo (TABELA 6) e o agravamento das lesoes histologicas do figado
(FIGURA 40) sugerem que o parénquima hepatico, na vigéncia de colestase, fica susceptivel a
danos adicionais apos a descompressdo biliar. E possivel que o parénquima hepatico em
regime de colestase esteja em hipdxia por conta da compressdo vascular pelos ductos biliares
dilatados e que a descompressdo agrave as alteragcdes inflamatorias compativeis com o
fendmeno de isquemia e reperfusao.

Desta forma, os resultados desse estudo auxiliam na ampliacdo da compreensao dos
mecanismos que podem estar envolvidos na elevacdo das taxas de morbidade e mortalidade
apos o tratamento cirurgico da ictericia obstrutiva. Ainda, abrem perspectivas para o estudo
de medidas que possam minimizar as alteragdes compativeis com o fenomeno da lesao de

isquemia/reperfusdo no tratamento da descompressao biliar e de suas conseqiiéncias.
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FIGURA 39 - Representagdo dos valores de bilirrubina, AST, ALT e TNF alfa nos ratos controles
avaliados na 6* hora (CO1) e na 24* hora (CO2) apds cirurgia simulada; nos ratos com 2 semanas de
obstrugdo biliar avaliados na 6* hora (OB1) e na 24 hora (OB2) apos cirurgia simulada; e nos ratos
com obstrugdo biliar submetidos a DBD na 6* hora (DBD1) e na 24® hora (DBD2) apoés o
procedimento. Diferencas significativas foram encontradas: bilirrubinas — entre os grupos CO1 x
OB1/0B2/DBD1/DBD2; CO2 x OB1/0B2/DBD1/DBD2; OB1 X DBD2; OB2 x DBD1/DBD2; DBDI1
x DBD2 (p<0,01) ; AST - CO1 x OB1/0OB2/DBD1/DBD2; CO2 x OB1/0B2/DBD1/DBD2; OB1 X
DBDI1; OB2 x DBDI1; DBD1 x DBD2 (p<0,01); ALT - COl1 x DBDI1; OB1 X DBDI1; DBD1 X
DBD2 (p<0,01); TNF-alfa— DBD1 X DBD2 (P<0,05).Fonte: Ferreira et al. (2007)
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TABELA 6- Valores médios e desvios padroes do consumo de oxigénio pelas mitocondrias
(uUMO,/min.mg.prot.107) nos estados 3 e 4 da respiragio mitocondrial e da RCR dos diferentes grupos
experimentais: nos ratos controles avaliados na 6* hora (CO1) e na 24* hora (CO2) apos cirurgia
simulada; nos ratos com duas semanas de obstrug¢ao biliar avaliados na 6* hora (OB1) ¢ na 24* hora
(OB2) apos cirurgia simulada e nos ratos com obstrucao biliar submetidos & DBD na 6 hora (DBD1) e
na 24* hora (DBD2) apds o procedimento. Diferencas significativas foram encontradas: estado 3 —
entre os grupos CO1 x OB1/OB2/DBD1; CO2 x OB1/OB2/DBD1; OB2 x DBD1; DBD1 x DBD2
(p<0,01); estado 4 - CO1 x CO2/0B1/0B2/DBD1/DBD2; CO2 x OB1/0B2/DBD1/DBD2; DBD1 x
DBD2 (p<0,01); RCR - CO1 x CO2/0B1/0B2/DBD1/DBD2; CO2 x OB1/0OB2/DBD1/DBD2
(p<0,01). Fonte: Ferreira et al. (2007)

ESTADO 3 ESTADO 4 RCR
COl 68.67£11.01 17.19£5.06 4.2+1.14
CcO2 51.3749.98 7.89+1.84 6.58+0.67
OBl 131.71£21.2 54.17%£9.02 2.47+0.47
OB2 112.96+14.85 51.47£13.42 2.2810.42
DBD1 142.32+30.66 75.56£18.26 1.91+0.32
DBD2 83.35+£21.68 7.27+38.65 2.1440.18
—
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FIGURA 40 - Achados histopatologicos das bidpsias hepaticas (H&E).Identificagdo de alteragdes
lesdes compativeis com lesdo de isquemia e reperfusdo: I-Fotomicrografia do figado de rato com 15
dias de obstrucao biliar apos 24 horas de operagdo simulada com proliferacdo ductal e discreta fibrose
( lesdo grau 0); II- Fotomicrografia do figado de rato com 15 dias de obstrugao biliar apds 6 horas,
onde observa-se permeacao neutrofilica (lesdo grau 1); III- Fotomicrografia do figado de rato com 15
dias de obstrugdo biliar na 6° hora apdés DBD onde se observa esteatose (lesdo grau 2) e IV-
Fotomicrografia do figado de rato com 15 dias de obstrugdo biliar na 24° hora apdés DBD, onde se
observam apoptose e necrose focal (lesdo grau 3). Fonte: Ferreira et al. (2007)
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Os fundamentos apresentados reforcam a necessidade de selecdo criteriosa do
procedimento de investigagdo e do alivio da colestase extra-hepatica. Ainda, os riscos
potenciais inerentes a descompressdo biliar, na fase aguda, acentuam a importancia da
organizagdo do servico para dar suporte a esses efeitos adversos. Por outro lado, os resultados
de longo prazo da descompressdo biliar revelados nesse trabalho: restos alimentares nas
anastomoses bilioduodenal e biliojejunal, nos canais biliares e na alca exclusa do Y de Roux,
as vezes adquirindo a forma de célculos com consisténcia de argila, mesmo na vigéncia de
anastomose ampla; a contaminagao da via biliar, estéril durante a obstrucdo biliar, por germes
do trato gastrintestinal e o agravamento das alteragdes inflamatdérias no espago portal em
consonancia com achados de outros estudos experimentais (DUTRA et al., 2007; KLAUS et
al., 2001; PANDOLFI JUNIOR et al., 2001; SANTOS et al., 1998) e clinicos (HASHIMOTO;
KOTOURA; OHYANAGTI, 2005; SANTOS et al., 2005) que comprovam a presenca de estase
e refluxo enterobiliar apos derivacao biliodigestiva, remete-nos a discussao sobre a sele¢ao da
modalidade técnica empregada e a estratégia de seguimento dos pacientes.

A escolha da modalidade da derivagdo para o tratamento da obstrucdo biliar depende
da natureza da afeccdo, da idade e das condi¢des gerais do paciente, sendo mais importante a
experiéncia do cirurgido do que a patogénese da doenca tratada (UCHIYAMA et al., 2003).
A DBD tem sido utilizada em pacientes idosos, reservando-se a DBJ para pacientes jovens
com expectativa de vida de 10 anos ou mais (ESCUDERO-FABRE et al., 1991). Todavia, ha
estudos indicando que a DBD deva ser empregada sempre que possivel, inclusive em
pacientes jovens e com doenga benigna (PANIS et al., 1993).

A DBD ¢ mais fisiolégica e tecnicamente mais rapida e mais facil de ser realizada
(HASHIMOTO; OHYANAGI, 2000). Além disso, permite o acesso da via biliar a
exploragdo endoscopica (PANIS et al.,, 1933). Com o advento da abordagem por
videolaparoscopia, tem ocorrido, com ja foi mencionado, maior flexibilizacdo de sua
indicagao no tratamento da obstrugao biliar.

Por outro lado, na DBD latero-lateral existe a possibilidade dos residuos alimentares
acumularem-se no colédoco distal em decorréncia do refluxo enterobiliar e,
conseqiientemente, predispor a colangite ascendente (STEFANINI et al., 1974). Entretanto,
se a anastomose for ampla e sem estenoses, a presenca de restos alimentares no colédoco
distal serd intermitente e ndo propiciara sintomas. O risco de colangite apdés DBD esta
relacionado a processos obstrutivos e varia de 0 e 6% (PANIS et al., 1993). A DBJ ¢ mais
complexa do ponto de vista técnico, além de dificultar o acesso da via biliar, ap6s a cirurgia

por meios endoscopicos. No acompanhamento a curto € em longo prazo, nao houve diferenca
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de resultados entre DBD e DBJ em relacao ao aparecimento de colangite (PANIS et al.,
1993).

De outra forma, Hashimoto e Ohyanagi (2000) compararam os resultados clinicos
entre DBD e DBJ e sugeriram que a estase biliar e a pressdo aumentada na alca exclusa do Y
de Roux podem causar refluxo, colangite e danos hepaticos permanentes. Concluiram, entao,
que a DBD ¢ mais fisiologica e tem menor indice de complicagdes que a DBJ, desde que haja
uma anastomose ampla e que permita fluxo adequado de bile para o intestino.

Cerca de 10 a 15% dos pacientes com DBJ podem evoluir com sindrome da alca cega
e colangite. Estes sintomas podem ser decorrentes de obstrugdes mecanicas, porém nos casos
em que estas complicagdes sao afastadas, um obstaculo funcional, secundario a ruptura da
propagacdo dos potenciais de marcapasso, originados no duodeno, pode ocasionar estase e
colangite (KLAUS et al., 2001).

Desssa forma, na vigéncia da obstrugdo biliar existe controvérsia acerca do
procedimento de derivagdo biliar a ser empregado. Classicamente, DBD, DBJ e
esfincteroplastia parecem ser efetivos para o tratamento das obstrugdes biliares. Atras da
esfincteroplastia, indicada para as estenose do esfincter de Oddi ou do calculo impactado
(VOGT; HERMANN, 1980), a DBD ¢ o procedimento de desobstru¢do biliar mais
freqiientemente realizado. Apesar de simples, mais fisiologica e rapida, pode propiciar o
refluxo enterobiliar (REB) e o desenvolvimento de colangites (VOGT; HERMANN, 1980;
MORACA et al., 2002)

A DBIJ desvia o transito gastrintestinal da via biliar minimizando o REB. O
procedimento cirurgico ¢ mais complexo, requer duas anastomoses e deveria ser reservada
para aquelas situagdes no qual o duodeno estd aderido, com cicatrizes e ndo pode ser
devidamente mobilizado (PANIS et al., 1993; MORACA et al., 2002). Além disso, a exclusao
de um segmento de alga jejunal do transito intestinal propicia o aparecimento de disturbios
motores propiciando estase e colangite (DUCROTE et al., 2001; KLAUS et al., 2001, 2003).

Fatores como o esfincter de Oddi, a separagdo dos canaliculos biliares dos sinusoides
hepaticos pelos hepatdcitos, a fagocitose pelas células de Kupffer e um bom fluxo biliar
mantém a bile livre de bactérias (HANAU; STEIGBIGEL, 2000). Apo6s as derivagdes
biliodigestivas, ante a eliminagdo funcional do mecanismo esfincteriano, ocorre redugdo da
pressdo positiva do ducto biliar que passa a comportar-se como estrutura passiva na
anastomose bilioentérica (MORGENSTERN; SHORE, 1970). Desta forma, o poder propulsivo
do duodeno ou jejuno sobrepde a pressdo da via biliar facilitando o refluxo, o que pode

propiciar contaminacao bacteriana da bile e estase alimentar na via biliar drenada, como foi
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demonstrado nesse trabalho e em outros estudos (CHUANG et al., 2001; SANTOS et al.,
1998, 2005).

Desta forma, a circulagdo de conteudo entérico na via biliar ndo ¢ tdo benigna como
afirma Goldman, Steer e Silen (1983), mesmo com anastomose ampla e pérvia.

Esse trabalho demonstrou que na vigéncia da obstru¢ao biliar, os animais apresentavam
leucocitose significativa e o conteudo biliar, apesar de algumas vezes estar espesso, amarelado
e com grumos era estéril. A contaminacao ocorre apds o estabelecimento da comunicagdo com
o intestino. H4 mudancga na intensidade e no padrdo da inflamagdo, principalmente, na zona 3
do l6bulo hepatico. As derivacdes biliodigestivas induzem ao REB, a estase e a proliferagao
bacteriana, os quais podem explicar o aparecimento de colangite na auséncia de obstaculo
mecanico.

Os mecanismos pelos quais as bactérias contaminam a via biliar ainda ndo motivos de
discussdo. As possibilidades incluem infeccdo ascendente proveniente do intestino e ou
disseminagdo linfatica e vascular a partir do fluxo venoso portal ou arterial hepatico. A
auséncia de bactibilia e a inflamacdo discreta observada na vigéncia de obstrugdo biliar total
indicam que a disseminagdo vascular e linfatica de germes entéricos, se presentes, tém papel
secundario na génese da colangite. A abertura da via biliar para o intestino, independente da
modalidade de derivagdo empregada, promove a contaminacdo bacteriana com germes
intestinais gram-negativos e reforca a tese da existéncia da colangite ascendente.

Uma observagdo relevante, que refor¢a o conceito da colangite ascendente, foi o
achado de Escherichia coli na cultura da bile em ratos com colestase submetidos a derivagao
biliar apenas para o duodeno, em comparacao aqueles que possuiam derivagao para a bexiga,
(DIAMOND et al., 1990). As bactérias da bile podem refluir para o sangue em condic¢des de
baixa pressdo e sem obstrucdo biliar (HUANG; BASS; WILLIAMS, 1969). Todavia, poucas
bactérias atingem o sangue, provavelmente porque sido destruidas pelo hepatocito (RAPER et
al., 1989). A elevagdo da pressao na via biliar, com ou sem obstrucao biliar, proporciona a
passagem de bactérias pelos hepatdcitos e este fator ¢ mais importante que os sais biliares na
destruicdo das jungdes celulares (TOYOTA; MIYAI;, HARDISON, 1984). A presenca
freqliente de alimento na via biliar drenada, como foi observada no presente trabalho, pode
produzir arrolhamentos transitorios que elevam a pressao intrabiliar e a bile ja contaminada
predispde ao desenvolvimento de colangite na auséncia de obstru¢cdo comprovada da via biliar.
Esse fenomeno ¢ descrito em cerca de um ter¢o dos casos de colangite e justifica a adogdo de
mecanismos para preveni-lo.

Neste estudo, a DBJ foi realizada com a al¢a exclusa em Y de Roux de 15 cm, com
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base no trabalho de Cheng et al. (1995), no qual relataram que, no homem, o comprimento
total do jejuno e do ileo ¢ de cerca de 260 cm. O tamanho da alga usualmente empregada no
Y de Roux ¢ de aproximadamente 40 cm, o que corresponde a 15% do intestino delgado. O
comprimento do jejuno e do ileo do rato ¢ de cerca de 100 cm, de modo que uma alga de 15
cm corresponderia a 15% deste comprimento.

O refluxo alimentar para a via biliar, ap6s anastomose biliojejunal com alga de Roux
de 45 centimetros de comprimento, ndo foi observado (MUSGROVE; GRINDLAY;
KARLSON, 1952) ou, quando presente, foi discreto (MORGENSTERN; SHORE, 1970). Em
ratos submetidos a DBJ com al¢a exclusa de 2,5 cm, também ndo foi registrada a presenga de
refluxo alimentar para a via biliar (ZIMMERMANN et al., 1992). Em trabalho anterior,
realizado em nosso meio, todos os ratos com cirrose biliar secundaria, tratados mediante DBJ
em Y de Roux com al¢a de 5 cm apresentaram restos alimentares nas vias biliares e na alga
exclusa, porém com menor intensidade em relacao aos animais tratados com DBD (SANTOS
et al.,, 1998). A expectativa de que uma alga exclusa de 15 cm pudesse evitar o refluxo
enterobiliar ndo se confirmou. Todavia, parece que ha a minimizacao desses efeitos adversos
apos DBJ, onde ocorreu normalizagdo das bilirrubinas totais e da fosfatase alcalina bem a
reparacao da respiracdo ativada e da RCR. Ainda, na recuperacdo da esplenomegalia, a DBJ
obteve desempenho mais efetivo.

Em estudo com pacientes portadores de obstrugdo biliar por afeccdo benigna
submetidos @ DBD e DBJ e acompanhados por periodo de até 16 anos, os autores nao
encontraram diferengas na evolugdo clinica entre os tratamentos, mediante avaliagdo pelos
marcadores de colestase, presenca de colangite € o tempo na eliminacdo hepatica do
radiotragador na cintilografia hepatica dindmica (PLAISIER et al, 2001). Estudo
experimental, em ratos, com cirrose biliar secundaria a obstru¢do por mais de 30 dias e
tratados mediante DBD e DBJ com 5 c¢cm de extensdao ndao demonstrou diferengas entre as
derivagdes em relagdo a evolugdo bioquimica, a recuperacdo da fung¢ao mitocondrial e a
capacidade de reversdo da esplenomegalia. Porém, observou-se fibrose associada a infiltrado
inflamatério misto em todos os animais, com maior intensidade na DBD (SANTOS, et al.,
1998).

A necessidade de compreender os efeitos das derivagdes biliodigestivas sobre a
relacdo entre o trato digestdrio e a via biliar, bem como as possiveis repercussoes hepéticas,
tem ampliado a metodologia de investigagdo em nosso meio. Desta forma, foi realizado um
estudo em ratos com 2 semanas de obstrucdo biliar, tratados mediante DBD e¢ DBJ, com a

finalidade de quantificar o refluxo enterobiliar e o fluxo hepatobiliointestinal na perspectiva
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de correlaciona-los com os aspectos morfolégicos do figado e bioquimicos do sangue
(DUTRA et al., 2007). Os autores registraram desempenho semelhante na reparagdo das
alteragdes histologicas (FIGURA 41) e na regressdo dos valores dos marcadores da colestase.
O REB e a excrecao hepatobiliar, avaliados mediante emprego de métodos cintilograficos,
foram semelhantes para as duas modalidades de derivagdo biliar, mas quando comparado ao
grupo controle, os animais submetidos a DBJ demoraram mais para atingir a concentracao
maxima de elemento radioativo no figado, bem como para elimina-lo (FIGURA 42). Esses
achados abalam a vantagem tedrica, historicamente atribuida a DBJ e aponta para a
necessidade de compreender e avaliar alternativas para as alteragdes que persistem ou

surgem apos as derivagdes biliodigestivas.
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FIGURA 41 - Achados histopatologicos das biopsias hepaticas (hematoxilina e eosina).A e A’ grupo
controle com arquitetura hepatica normal. B e B’ grupo com obstrugdo biliar com proliferacdo ductal e
infiltrado celular inflamatério moderado e fibrose discreta nos espagos portais. C ¢ C’ grupo submetido
a DBD. D e D’ grupo submetido a DBJ; observa-se aspecto histologico similar entre esses grupos-
proliferagdo ductal discreta associada a infiltrado celular inflamatério e fibrose portal brandas;
compare o grau de proliferacdo ductal com o grupo da obstrucao biliar (B ¢ B”). Coluna direita (x 100),
coluna esquerda (x 400). Fonte: Dutra et al. (2007).
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FIGURA 42 — (A) Atividade hepatica maxima obtida pela injecdo de Tecnetium-99m em ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), obstrugdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o duodeno
(DBD) e com o jejuno (DBJ): OS x OB, p=0.002; OB x. DBD, p=0.005; OS x. DBJ, p=0.025; OB x.
DBJ,p=0.005. Em (B) Tempo de eliminagdo do radiotragador (T1/2), expresso em segundos, obtido
apos injecao do Tecnetium-99m: OS x OB, p=0.002; OB x DBD, p=0.002; OB x DBJ, p=0.002; OS x

DBJ,p=0.017. Fonte: Dutra et al. (2007)

O retardo na excre¢ao hepatobiliointestinal, apos DBJ, oferece subsidio para a
compreensdo da maior incidéncia de colangite nessa modalidade de derivacdo na auséncia de
obstru¢do mecanica (DUTRA et al., 2007), da respaldo as observagdes clinicas de Hashimoto,
Kotoura ¢ Ohyanagi (2005) e remete a necessidade de analisar alternativa proposta pelos
autores centrada na drenagem da alga exclusa por meio de anastomose duodenojejunal.
Enquanto a DBD induz ao aparecimento de refluxo enterobiliar e & contaminag¢do da via biliar,
a DBJ acrescenta a esses dois fendmenos a estase na al¢a exclusa do Y de Roux, um fator que
pode estar implicando nos resultados dessa pesquisa. Por outro lado, esses achados entram em
descompasso com as observagdes anteriores que vinham apontando pequenas vantagens ao
tratamento por meio de DBJ, em especial no desempenho na recuperagdo da arquitetura

hepatica (SANTOS et al.,1998) e desse estudo onde as vantagens para DBJ com 15 cm de

extensdo se ampliaram..
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No presente trabalho as duas modalidades de derivacao biliar reduziram de forma
significativa os marcadores celulares e canaliculares da colestase em relagdo aos animais com
obstrucdo biliar, mas a DBD, a despeito das anastomoses estarem amplas, ndo aliviou por
completo a colestase; as bilirrubinas totais e a fosfatase alcalina permaneceram elevadas em
relagdo ao grupo controle. A DBD induziu a hipoalbuminemia. A leucocitose reduziu-se de
forma significativa ap6s as duas modalidades de derivacao biliar, mas os valores obtidos ainda
mantiveram-se elevados em relagdo ao Grupo OS. Esse conjunto de alteragdes residuais pode
ser decorrentes do REB, da estase e da contaminagdo ascendente da via biliar.

O metabolismo energético das mitocondrias hepaticas dos animais com colestase,
mensurado pela razdo do controle respiratorio e pelo indice de fosforilagdo oxidativa, foi
significativamente reduzido em relagdo aos animais controles, porém sem lesdes irreversiveis
na membrana mitocondrial interna. As duas modalidades de derivag¢ao biliar aumentaram o
indice de fosforilagdo oxidativa, atingindo niveis equivalentes aos animais do grupo controle.
Todavia, a DBJ apresentou melhor desempenho no restabelecimento do acoplamento para
fosforilagdo oxidativa e para respiragdo ativada avaliada pelo consumo de ADP adicionado ao
meio de respiracao celular.

A massa hepatica aumentou significativamente na vigéncia de obstrug¢do biliar por
quatro semanas, em decorréncia do aumento da massa de ductos biliares, da fibrose e dos
outros elementos histologicos do figado. A massa dos hepatdcitos manteve-se, diferente da
reducdo observada em estudo anterior empregando a mesma técnica de obstrucdo biliar
durante cinco semanas (SANTOS et al., 1996). Acompanhado a essas alteragdes, houve
aumento das cé€lulas estreladas e da massa esplénica.

O conjunto de achados relativos a colestase, as alteragdes metabdlicas e morfométricas
do figado, atesta a efetividade do método de obstru¢do biliar empregado. O quadro pode ser
caracterizado como fibrose biliar secundaria com hipertensdo portal tomando a
esplenomegalia como seu indicador e, portanto, favoravel a verificagao dos efeitos das DBD e
DBJ sobre o conjunto das variaveis estudadas.

As duas derivagdes empregadas reduziram a hepatomegalia e os valores obtidos para a
massa hepatica foram equivalentes aqueles obtidos nos animais controles. As duas
modalidades de derivacdo bileodigestiva foram eficazes no restabelecimento da massa
hepatica, mas as massas de ductos biliares e de fibrose na avaliagdo quantitativa ainda
permaneceram elevadas em relacdo aos animais controles, o que associado ao aumento das
células estreladas pode ter contribuido para a manutencdo da esplenomegalia. Embora nao

tenha ocorrido regressdao completa da esplenomegalia, houve reducao da massa esplénica apos
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DBD e DBJ em relagao aos animais com obstrugdo biliar e a regressao foi mais acentuda apos
DBJ, na comparagao com DBD, o que representa mais uma vantagem.

Os resultados desse trabalho reforcam o conceito da reversibilidade das alteragdes
colestaticas e metabolicas apds alivio da colestase, mesmo na vigéncia de lesdes avancadas
presentes na fibrose e na cirrose biliar secundaria. Essas observagdes alinham-se com o
conceito desenvolvido a partir de observacdes de natureza clinica (HAMMEL et al., 2001) e
experimental (ABDEL-AZIZ et al., 1990; ARONSON et al., 1993; SANTOS et al., 1998;
ZIMMERMAN et al., 1992). Por outro lado, esses achados contrapdem-se aos registros de
progressdo das lesdes hepaticas para fibrose e cirrose biliar secundaria, mesmo apds resolug¢ao
da colestase (ALTMAN; CHANDRA; LILLY, 1975; GAUTIER et al., 1984) e indica que, na
medida do possivel, a desobstrugcdo biliar efetiva deve preceder a indicagdo do transplante
hepatico para os pacientes com fibrose ou cirrose biliar secundaria.

A contribuicdo inédita desse trabalho é a comparagdo experimental dos efeitos das
derivagdes com o duodeno e o jejuno com alga exclusa de 15 cm sobre a reparacao das lesdes
hepatocelulares e a constatacdo da amplia¢do das vantagens da DBJ, o que pode subsidiar a
selecdo ante a tomada de decisdo clinica. Embora o REB esteja presente nas duas derivagoes,
a quantidade de alimentos e a organizagdo do material refluido para a via biliar apés DBD,
verificadas durante a eutandsia dos animais, foram aparentemente maiores, assim como a
incidéncia de contaminagao biliar, que acometeu todos os animais. E provavel que a facilidade
para entrada de alimentos na via biliar derivada para o duodeno propicie arrolhamentos
transitorios com aumento da pressdo intrabiliar. Esse fendomeno pode ser suficiente para
manter a as bilirrubinas totais e a fosfatase alcalina em niveis mais elevados. A perpetuagao de
colestase retarda a reparacdo das lesdes histologicas e a recuperacdo metabdlica das
mitocondrias. O advento da contaminagdo da via biliar e o processo inflamatorio decorrentes
podem contribuir para o aumento do niumero de células estreladas e, conseqiientemente, a
regressao menos acentuda da esplenomegalia, sobretudo apos DBD.

"Tc realizada em nosso meio,

A quantificagdo do REB apo6s ingestdo do Fitato
confirma a ocorréncia do fendmeno nas duas derivagdes biliares empregadas no presente
estudo. A contagem da radiacdo correspondente as radiatividades emitidas pelo figado e vias
biliares expressas em porcentagem da radiatividade total emitidas pelo tubo digestivo e
figado/vias biliares aos 15 minutos, foi em média de 5,55 para o grupo DBD e 0,34 para o
DBIJ (p=0,13), enquanto apds 4 horas foi de 0,34 para DBD e 1,53 para DBJ (p=0,81)
(FIGURA 43) (DUTRA et al., 2007). Embora ndo haja diferenga significativa entre os valores

registrados, a perspectiva ¢ que no grupo DBD, a elimina¢ao de grande parte do material
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refluido faz-se de forma rapida, enquanto ap6s DBJ a quantidade de material refluido ¢ menor,

mas a eliminagao também ¢é mais lenta em fun¢ao da estase.
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FIGURA 43 - Radiatividades emitida pelo figado e vias biliares expressas em porcentagem da
radiatividade total emitida pelo tubo digestivo do figado/vias biliares aos 15 minutos e apo6s 4 horas de
ingestdo Fitato 9MTc. em ratos submetidos a operacao simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) ¢ a
derivacgdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Fonte: Dutra et al. (2007).

O REB ¢ a contaminagao bacteriana nao afetaram de forma significativa a melhora da
colestase, a recuperagdo do padrdo energético do figado e do estresse oxidativo. Todavia, os
efeitos adversos da derivagdo biliar, mesmo na presenca de anastomose ampla e pérvea,
promoveram o aumento da inflamagdo na zona 1 dos 16bulos hepaticos, o aumento das células
estreladas e a manuten¢do do aumento da massa esplénica, indicativo de hipertensao portal.

O figado, ante os diferentes fatores lesivos, apresenta uma seqiiéncia de respostas bem
estabelecidas. A obstrucdo biliar induz a inflamagao e ao estresse oxidativo, os quais ativam as
células estreladas e estas, por sua vez, secretam colageno propiciando o aparecimento da
fibrose e da cirrose (APTE, 2002; IREDALE, 2003). A remocao do agente lesivo por meio da
desobstru¢do biliar pode remodelar o colageno com regressdo da fibrose e o restabelecimento
quase completo da arquitetura hepatica (DUTRA et al., 2007, HAMMEL et al., 2001;
IREDALE, 2003; SANTOS et al., 1998; ZIMMERMAN et al., 1992). A resolu¢do completa
da cirrose ainda ndo foi suficientemente documentada (IREDALE, 2003).

Ha evidéncias experimentais que estabelecem a conexdo entre lesdo hepatica,
inflamacao, estresse oxidativo, ativacdo das células estreladas, fibrose, ruptura da arquitetura

hepatica e disfuncdo hepatocelular (APTE, 2002; FRIEDMAN, 1993, 2000).
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As células estreladas situam-se entre os hepatdcitos e os sinusdides no espago de Disse
e tem a atribuicdo de manter a normalidade da matriz extracelular do figado por meio do
balang¢o regulador entre sintese e degradacdo protéica. Durante a lesdo hepatica, a ativacao das
células estreladas ocorre por meio de dois mecanismos (FRIEDMAN, 2000; GEERTS, 2001).
No inicio da ativacdo ha perda dos depositos de vitamina A com aumento dos receptores de
superficie para fatores de crescimento e citocinas. Na seqii€ncia, ha perpetuacao da ativagao e
a cé¢lula adquire a forma de miofibroblasto, com aumento da sua prolifera¢do e da sintese de
matriz extracelular. O resultado da modificacdo do padrao morfoldgico e funcional das células
estreladas ¢ o desequilibrio entre a sintese e degradacdo das proteinas com depdsito de
colageno na matriz extracelular.

As células estreladas, quando adquirem a forma de miofibroblastos, passam a
apresentar proteinas contrateis como a actina do musculo liso e adquire sensibilidade a
endotelina. A endotelina ¢ uma substancia com alto poder vasoativo, estd aumentada na
fibrose hepatica e promove a contracdo das células estreladas. Paralelamente, ante a lesao
hepética, o 6xido nitrico que ¢ antagonista da endotelina tem a sua produgao rebaixada a partir
do endotélio. O resultado ¢ a preponderancia do estimulo a contragdo das células estreladas e o
aumento da resisténcia dos sinusdides hepaticos, o que induz a hipertensao portal (IREDALE,
2003; ROCKEY, 2001).

Nas areas lesadas do figado, as células inflamatorias produzem citocinas como o TNF
a que estimulam as células estreladas e a interleucina 10 que modulam a sua atividade
(THOMPSON, 1998; WANG et al., 1998). Além das células estreladas, os macréfagos e as
células de Kupffer estdo envolvidos no processo de fibrose mediante secrecao de
metaloproteinases que degradam coldgeno e outras moléculas da matriz intersticial
(BENYON ; ARTHUR, 2001). Na reparacao da fibrose, hd aumento da atividade das
colagenases e modificagdes na matriz intersticial que levam a apoptose das células estreladas
(IMURO et al., 2003; WRIGHT et al., 2001).

Outro fator que pode estar relacionado com a ativagdo ou a perpetuagdo da ativagdo
das células estreladas ¢ o estresse oxidativo que se desenvolve ap6s a obstrugdo biliar. O
estresse oxidativo em geral ¢ produto da geragdo de radicais livres com decréscimo das
defesas antioxidantes. Esses eventos levam a deterioragao da fun¢ao celular com reducao da
adenosina trifosfato e peroxidacdo da membrana lipidica, cuja associagdo com a fibrose
hepatica ¢ bem conhecida (POLI, 2000).0 malondialdeido ¢ um produto da peroxidacgao
lipidica, altamente reativo e que participa da fibrogénese (MAHER; TZAGARAKIS;
GIMENEZ, 1994). Nesse estudo o MDA apresentava aumento na vigéncia da obstrucgao biliar
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e sua reducdo, apos as derivacdes biliares, coincidiu com a reabsor¢ao da fibrose, indicando
que o estresse oxidativo pode ter papel mais relevante na génese da fibrose do que o estimulo
inflamatério. A definicdo da participacdo do estresse oxidativo e da atividade
necroinflamatdria na ativagdo ou na perpetuacdo das modificagdes anatomicas e funcionais
das células estreladas tem importancia na medida em que pode nortear terapéuticas mais
especificas.

No presente estudo, apesar da remogao eficiente do fator lesivo para o figado por meio
das derivagoes bileodigestivas com normaliza¢do do malondialdeido e da redug¢do significativa
da massa estimada da fibrose, a esperada apoptose e reducdo das células estreladas ndo
ocorreu. De forma contraria, houve aumento do seu numero, tendo sido significativo apds a
DBD. Assim, pode-se inferir que os efeitos adversos das derivagdes biliares, tais como, o
refluxo enterobiliar e a contaminagdo bacteriana das vias biliares que ampliam o processo
inflamatorio, principalmente na zona 1 dos lobulos hepaticos, mantém o estimulo para
proliferagdo das células estreladas. Estas, por sua vez, parecem ter deixado de exibir o
fenotipo para a fibrogénese, mas manteve aquele relacionado a hipertensao portal.

Em sintese, 0 modelo de obstrucdo biliar empregado nesse estudo foi eficiente na
obtencao de alteragdes hepaticas e sist€émicas compativeis com a fibrose biliar secundaria e
hipertensao portal. As duas modalidades de derivacdo biliar empregadas repararam de forma
satisfatoria as alteracdes bioquimicas decorrentes da colestase, do metabolismo energético e
do estresse oxidativo. Por outro lado, essas melhoras substanciais ndo foram suficientes para
reduzir o nimero de células estreladas e a esplenomegalia. A DBJ com al¢a exclusa de 15 cm
apresentou algumas vantagens em relacdo a DBD relativas a reparagao da colestase, da
hipoalbuminemia e da respiracdo mitocondrial. As duas modalidades de tratamento induziram
ao refluxo enterobiliar, a contaminagdo biliar e a exacerba¢do da inflamagdo, sobretudo na
zona 1 do lobulo hepatico, o que indica a necessidade de analisar ou propor alternativas que
possam minimizar a exposi¢do da via biliar ao conteido entérico e a estase e,

conseqiientemente, a manutencdo da hipertensao portal.



5. CONCLUSOES
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Considerando as condi¢des experimentais empregadas e os resultados obtidos nesse

estudo, conclui-se que:

- As duas modalidades de derivagdo biliar empregadas melhoram as alteragdes
colestaticas e metabolicas do parénquima hepatico, presentes na fibrose biliar

secundaria, mas a DBJ tem melhor desempenho na reparagdo dessas alteragdes.

- Os tratamentos tém efeitos semelhantes na recuperacdo das lesdes histologicas do
figado, decorrentes da colestase, mas ndo sdao suficientes para reparar,

completamente, a proliferagdao ductal e a fibrose.

- As duas modalidades de tratamento, mas de forma mais proeminente ap6és DBD,
induzem ao refluxo enterobiliar, a contaminacdo biliar e a exacerbagdo da
inflamacao hepatica com aumento das células estreladas, o que contribui para a

manuten¢do da hipertensao portal.

- Os resultados apontam para a necessidade de analisar ou propor alternativas que

possam minimizar a exposi¢ao da via biliar ao contetido entérico e a estase.
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Tabela 7 - Valores séricos das bilirrubinas totais em mg/dl dos ratos submetidos a operagdo
simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OBle OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2 apo6s
derivacdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ) respectivamente. Apresentacio da
mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas significativas observadas
entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2 ); OBlvs DBD; OB2 vs DBJ e OS vs DBD.

Rato o) OB OB1 DBD OoB2 DBJ

1 0,20 7,60 10,70 0,30 10,60 0,40

2 0,30 7,50 9,80 0,50 6,00 0,30

3 0,30 7,70 9,50 0,30 9,50 0,40

4 0,30 9,00 9,90 0,30 11,40 0,40

5 0,30 8,90 6,20 0,40 6,80 0,30

6 0,40 10,00 10,60 0,40 8,10 0,30

7 0,30 8,40 0,40 10,80 0,20

8 0,10 8,30 0,40 14,00 0,30

9 9,40 0,60 8,60 0,15

10 10,70 10,00 0,40

Mediana 0,30 8,30 9,65 0,40 9,75 0,30

Média 0,28 8,45 9,35 0,40 9,58 0,32
Dp 0,088641 1,009455 1,400992 0,1 2,339421  0,088349

Tabela 8 - Valores séricos das bilirrubinas diretas em mg/dl dos ratos submetidos a operagao
simulada (OS), a obstrucado biliar (OB,0OB1le OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2 apos
derivacdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente. Apresentacao da
mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferengas significativas observadas
entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OBlvs DBD; OB2 vs DBJ.

Rato oS OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 0,05 5,90 4,80 0,05 6,30 0,05

2 0,20 5,80 7,30 0,05 3,90 0,10

3 0,10 5,60 6,10 0,10 6,80 0,10

4 0,05 7,00 5,80 0,05 8,50 0,10

5 0,15 6,60 4,40 0,05 6,20 0,05

6 0,05 7,00 7,20 0,10 5,80 0,05

7 0,05 6,20 0,10 7,70 0,05

8 0,05 4,90 0,05 9,50 0,10

9 7,30 0,20 5,10 0,05
10 6,70 6,50 0,10
Mediana 0,05 6,25 6,15 0,05 6,40 0,08
Média 0,09 6,32 6,07 0,08 6,63 0,08

Dp 0,058248  0,627429  1,083256 0,05 1,622789  0,026352
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Tabela 9 - Valores séricos das bilirrubinas indiretas em mg/dl dos ratos submetidos a
operacdo simulada (OS), a obstrucao biliar (OBle OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2
apos derivacdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.
Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas
significativas observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OBlvs DBD; OB2 vs DBJ
e OS vs DBD.

Rato (O OB OB1 DBD OoB2 DBJ

1 0,15 1,70 5,90 0,25 4,30 0,35

2 0,10 1,70 2,50 0,45 2,10 0,20

3 0,20 2,10 3,40 0,20 2,70 0,30

4 0,25 2,00 4,10 0,30 2,90 0,30

5 0,15 2,30 1,80 0,40 0,60 0,25

6 0,35 3,00 3,40 0,30 2,30 0,25

7 0,25 2,20 0,30 3,10 0,15

8 0,25 3,40 0,35 4,50 0,20

9 2,10 0,40 3,50 0,10

10 4,00 3,50 0,30

Mediana 0,23 2,05 3,40 0,30 3,00 0,25

Média 0,21 2,13 3,28 0,33 2,95 0,24
Dp 0,079057  0,484424  1,222747  0,079495 1,134558 0,07746

Tabela 10 - Valores séricos da alanina aminotransferase (ALT) em U/L dos ratos submetidos
a operacao simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OBle OB2) e nos animais dos grupos OB1
e OB2 apods derivacdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.
Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferengas
significativas observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2) e OB2 vs DBJ.

Rato (ON) OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 99 233 198 99 256 87
2 52 157 308 122 87 186
3 76 279 204 70 250 99
4 81 175 285 128 145 105
5 122 420 122 175 204 87
6 70 145 186 93 308 81
7 99 165 105 163 70
8 163 210 99 116 93
9 180 134 244 99
10 239 931 116 110
Mediana 90,00 204,00 201,00 113,50 183,50 96,00
Média 95,25 234,83 209,70 195,60 188,90 101,70

Dp 34,67296 103,8738  55,27115  259,9556  74,00818  31,87144
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Tabela 11 - Valores séricos da aspartato aminotransferase (AST) em U/L dos ratos
submetidos a operacao simulada (OS), a obstrucao biliar (OB, OBle OB2) e nos animais dos
grupos OB1 e OB2 apos derivagdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ),
respectivamente. Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo.
Diferencas significativas observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB1 vs DBD ¢
OB2 vs DBIJ.

Rato o) OB OB1 DBD OoB2 DBJ

1 145 530 512 169 663 209

2 128 436 570 233 250 303

3 169 739 448 250 617 175

4 221 471 594 326 372 256

5 215 384 332 175 541 175

6 110 401 570 210 832 204

7 239 343 204 131 151

8 326 407 215 308 163

9 349 343 524 163

10 605 1141 314 145
Mediana 192,00 453,50 480,00 224,00 448,00 175,00
Média 194,13 493,50 473,00 326,60 455,20 194,40

Dp 70,76811  131,1194 110,3238  291,9373  215,8121  50,48916

Tabela 12 - Valores séricos da fosfatase alcalina em U/L dos ratos submetidos a operagdo
simulada (OS), a obstrugao biliar (OB,0B1le OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2 apds
derivacdo biliar com duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente. Apresentacao da
mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas significativas observadas
entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2) OBlvs DBD; OB2 vs DBJ ; DBD vs DBJ e OS vs
DBD.

Rato (O) OB OB1 DBD OoB2 DBJ

1 70 343 376 128 357 76

2 88 269 400 96 252 66

3 74 387 500 215 317 56

4 73 417 494 252 573 75

5 57 297 520 137 381 104

6 90 506 470 115 341 112

7 126 466 93 522 56

8 69 541 150 504 94

9 389 169 547 85
10 351 186 362 124
Mediana 73,50 365,00 468,00 143,50 371,50 80,50
Média 80,88 369,83 450,70 154,10 415,60 84,80

Dp 21,07427  86,31667  66,47146  51,81259  110,9216  23,37045
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Tabela 13 - Valores séricos da albumina dos ratos em g/dl submetidos a opera¢do simulada
(OS), a obstrugdo biliar (OB, OBle OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2 submetidos a
derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente. Apresentagao
da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas significativas foram
observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (OB1 e OB2); OB1 vs DBD; DBD vs DBJ ¢
OS vs DBD.

Rato OS OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 2,4 1,7 2,4 2,3 2,2 2,3

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

3 23 2,1 2,4 0,8 2,1 2,3

4 2,5 2,3 2,4 1,6 2,1 2,5

5 2,2 1,7 1,6 2,0 2,5 2,2

6 2,6 1,8 2,6 2,5 2,4 2,1

7 2,3 2,2 2,3 2,8 2,3

8 2,5 2,0 2,2 2,3 2,4

9 2,1 1,5 2,5 2,1
10 2,2 2,1 2,2 2,2
Mediana 2,45 1,75 2,30 2,05 2,25 2,30
Média 2,41 1,87 2,29 1,90 2,29 2,28

Dp 0,13562 0,273252  0,372529  0,507718  0,276687  0,131656

Tabela 14 - Valores séricos do 6xido nitrico em uM de NOj;/ml dos ratos submetidos a
operacgdo simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivagao biliar com o duodeno (DBD) e
com o jejuno (DBJ). Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrao.
Nao foram observadas diferencas entre os grupos.

Rato 0OS OB DBD DBJ
1 15,47 13,1 11,62 8,15
2 10,86 11,54 8,55 8,07
3 15,05 7,8 27,42 8,33
4 9,43 8,54 13,35 8,17
5 11,35 8,04 7,56 10,75
6 11,13 8,37 7,97 9,9
7 17,9 13,29 13,83
8 9,24 7,92 10,88
9 35,31 11,64
10 8,56
Mediana 11,24 8,46 11,62 9,23
Média 12,55 9,57 14,78 9,83

Dp 3,171340129  2,205282295  9,873436585 1,937018327
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Tabela 15 - Valores séricos dos leucocitos (x 10 * mm®) dos ratos submetidos a operacao
simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB, OBle OB2) e nos animais dos grupos OB1 ¢ OB2
submetidos a derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente.
Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas
significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OBI e OB2); OB1 vs DBD; OB2
vs DBJ e OS vs (DBD e DBJ).

Rato OS OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 7,4 58,7 51,6 12,7 92,9 22,2

2 8,6 84,8 43,6 16,9 30,9 20,7

3 5,1 61,1 42,9 21,0 41,2 16,7

4 9,4 50,2 41,7 16,3 41,2 17,2

5 12,0 54,8 82,7 16,4 46,2 12,7

6 10,7 55,0 30,8 12,5 37,8 13,1

7 11,4 59,9 9,9 60,6 8,5

8 9,3 54,3 19,1 60,2 10,4

9 55,6 18,1 33,3 18,9
10 47,8 19,4 46,6 17,2
Mediana 9,35 56,85 49,70 16,65 43,72 16,95
Média 9,24 60,77 51,09 16,23 49,09 15,76

Dp 2,248134  12,34904 13,9107 3,51917 18,32339  4,455259

Tabela 16 - Germes encontrados nas amostras da bile de ratos submetidos a operagdo
simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivacao biliar com o duodeno (DBD) e com o
jejuno (DBJ).

Rato OS OB DBD DBJ
Streptococcus bovis . _
1 - - Klebisiella pneumoniae Klebisiella pneumoniae
Escherichia coli
2 } ) Sreptococcus bovis Escherichia coli

Escherichia coli
Stretlococcus bovis

3 ) ) Escherichia coli i
4 - - Escherichia coli Enter 0COCCUS faecgl IS
Escherichia coli

5 - - Escherichia cali Safilococcus capitis
_ ) Enterococcus faecalis

6 - - Escherichia coli )

Pseudomonas aer oginosa
7 - Enterobacter cloacae -
8 i Escherichia coli i
Streptococcus bovis
9 Klebisiella pneumoniae -
10 Acinetobacter [woffi Escherichia coli

Escherichia coli Enterobacter cloacae
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Tabela 17 - Distribui¢do do processo inflamatdrio nas zonas 1, 2, ¢ 3 do 16bulo hepatico dos
ratos submetidos a operagao simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB), e ratos tratados mediante
DBD e DBJ. O processo inflamatério foi classificado como ausente (0), leve (1), moderado
(2), moderado-intenso (3) e intenso (4) e de acordo com o tipo de infiltrado.

oS OB DBD DBJ
Rato Zonas Zonas Zonas Zonas
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 0 0 O 2% 1* 1% 3 1* 1% 3* 0 1%
2 * 0 0 2% 1% 1%* 2% 0 O 3 0 1%
3 * 0 0 2% 0 1% JEE - 1* 2% 2% 0 0
4 0 0 O 2% 1* 1% A L 2 0 0
5 * 0 0 2% 1* ¥ 2% 1* 1% * 0 0
6 0 0 O 2% 1* 1% 2% 1* 1% 3 10
7 2* 0 1 % - - - 2* sk 1 % 1 * 2* 1 * 1 %
8 0 0 O - - - 3 1* 1% 2%* ¥ 1*
9 - - - - - - 3 1*F 0 1F 2% 1% 1%
10 - - - - - - 2% 1* 1% 4* 2% Q%
* - linfomononuclear com presenca de neutrofilos;
ok - linfomononuclear com presenca de neutréfilos e plasmocitos; e
*¥*¥% - linfomononuclear com alguns fibroblastos

Tabela 18 - Representagdo dos valores percentuais da fracdo de volume dos hepatocitos dos
ratos submetidos a operacao simulada (OS), a obstrucao biliar (OB,0B1 ¢ OB2) e nos animais
dos grupos OB1 e OB2 apo6s derivagdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ),
respectivamente. Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrao.
Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB vs
(OB1 e OB2); OB1 vs DBD e OB2 vs DBIJ.

Rato (O OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 0,63 0,43 0,33 0,56 0,22 0,58

2 0,75 0,29 0,27 0,67 0,19 0,64

3 0,65 0,50 0,33 0,55 0,37 0,58

4 0,73 0,40 0,18 0,56 0,30 0,61

5 0,69 0,36 0,41 0,69 0,35 0,61

6 0,62 0,29 0,27 0,62 0,30 0,67

7 0,67 0,27 0,66 0,27 0,69

8 0,63 0,31 0,57 0,29 0,67

9 0,23 0,52 0,40 0,67
10 0,26 0,53 0,38 0,65
Mediana 0,66 0,38 0,27 0,57 0,30 0,65
Média 0,67 0,38 0,29 0,59 0,31 0,64

Dp 0,05 0,08 0,06 0,06 0,07 0,04
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Tabela 19 - Representagdo dos valores percentuais da fracdo de volume dos ductos biliares
dos ratos submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OB1 ¢ OB2) e nos
animais dos grupos OBI e OB2 apds derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno
(DBJ), respectivamente. Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo desvio
padrdo. Diferencgas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OBI1, OB2);
OB2 vs DBJ; OS vs (DBD e DBJ).

Rato OS OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 0,00 0,08 0,12 0,00 0,09 0,03

2 0,00 0,14 0,10 0,00 0,07 0,00

3 0,00 0,06 0,05 0,03 0,08 0,00

4 0,00 0,09 0,04 0,04 0,09 0,00

5 0,00 0,11 0,07 0,01 0,05 0,01

6 0,00 0,15 0,08 0,02 0,07 0,01

7 0,00 0,07 0,02 0,10 0,02

8 0,00 0,09 0,02 0,09 0,01

9 0,08 0,03 0,06 0,01
10 0,07 0,03 0,12 0,02
Mediana 0,00 0,10 0,08 0,02 0,08 0,01
Média 0,00 0,10 0,08 0,02 0,08 0,01
Dp 0,00 0,04 0,02 0,01 0,02 0,01

Tabela 20 - Representagdo dos valores percentuais da fragdo de volume da fibrose dos ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB, OB1 e OB2) e nos animais dos
grupos OB1 e OB2 apos derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ),
respectivamente. Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo.
Diferencgas significativas foram observadas entre os grupos OS vs (OB, OB1, OB2); OB1 vs
DBD; OB2 vs DBJ) e OS vs (DBD e DBJ).

Rato 0S OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 0,00 0,10 0,10 0,01 0,08 0,02

2 0,00 0,09 0,09 0,02 0,11 0,02

3 0,00 0,08 0,06 0,05 0,15 0,03

4 0,00 0,08 0,06 0,06 0,17 0,03

5 0,00 0,11 0,07 0,01 0,10 0,02

6 0,00 0,21 0,15 0,04 0,07 0,01

7 0,00 0,11 0,03 0,09 0,03

8 0,00 0,11 0,05 0,07 0,02

9 0,07 0,05 0,10 0,04
10 0,09 0,05 0,07 0,02
Mediana 0,00 0,10 0,09 0,05 0,10 0,02
Média 0,00 0,11 0,09 0,04 0,10 0,02

Dp 0,00 0,05 0,03 0,02 0,04 0,01
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Tabela 21 - Representagdo dos valores percentuais da fragdo de volume dos outros
componentes histologicos dos ratos submetidos a opera¢ao simulada (OS), a obstrucdo biliar
(OB, OB1 e OB2) e nos animais dos grupos OB1 e OB2 apo6s derivagao biliar com o duodeno
(DBD) e com o jejuno (DBJ), respectivamente. Apresentacdo da mediana e da média com o
respectivo desvio padrdo. Diferencas significativas foram observadas entre os grupos OS vs
(OB, OB1, OB2); OB vs (OB1 ¢ OB2); OB1 vs DBD e OB2 vs DBJ.

Rato OS OB OB1 DBD OoB2 DBJ
1 0,27 0,38 0,45 0,42 0,62 0,40

2 0,25 0,47 0,54 0,31 0,63 0,33

3 0,35 0,36 0,56 0,37 0,40 0,39

4 0,27 0,36 0,72 0,34 0,45 0,36

5 0,31 0,36 0,45 0,28 0,49 0,36

6 0,38 0,36 0,50 0,32 0,56 0,31

7 0,32 0,55 0,29 0,53 0,27

8 0,37 0,50 0,36 0,54 0,30

9 0,62 0,40 0,44 0,28
10 0,58 0,39 0,43 0,31
Mediana 0,32 0,36 0,55 0,35 0,51 0,32
Média 0,31 0,39 0,55 0,35 0,51 0,33
Dp 0,05 0,04 0,08 0,05 0,08 0,05

Tabela 22 - Valores da massa estimada do figado em g/kg de peso corporal dos ratos
submetidos a opera¢do simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a derivacdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo
desvio padrdo. Diferencas significativas observadas entre os grupos OS vs OB e OB vs (DBD,
DBJ).

Rato (O OB DBD DBJ
1 27,46 64,89 41,98 38,37

2 33,70 57,79 37,14 34,07

3 33,26 58,42 38,72 38,56

4 35,03 70,68 35,22 35,05

5 35,05 60,31 39,08 37,21

6 31,96 52,17 34,41 36,29

7 39,51 44,06 40,92

8 33,78 31,13 35,00

9 21,60 33,54
10 27,97 28,79
Mediana 33,74 59,37 36,18 35,67
Média 33,72 60,71 35,13 35,78

Dp 3,37 6,38 6,75 3,35
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Tabela 23 - Valores da massa estimada dos hepatdcitos em g/kg de peso corporal dos animais
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e a derivagao biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo
desvio padrao. Nao houve diferencga significativa entre os grupos.

Rato (O OB DBD DBJ
1 17,37 28,19 23,66 22,10

2 25,31 16,97 24,86 21,94

3 21,58 28,96 21,16 22,24

4 25,47 28,48 19,68 21,23

5 24,07 21,44 27,14 22,73

6 19,90 15,10 21,20 24,32

7 26,65 29,15 28,22

8 21,36 17,72 23,50

9 11,24 22,42
10 14,91 18,73
Mediana 22,83 24,81 21,18 22,33
Média 22,71 23,19 21,07 22,74
Dp 3,19 6,22 5,49 2,42

Tabela 24 - Valores da massa estimada da fibrose em g/kg de peso corporal dos animais
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo
desvio padrdo. Diferencas significativas observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e
DBJ); OS vs (DBD e DBJ).

Rato (O OB DBD DBJ
1 0,07 6,60 0,59 0,77

2 0,04 5,31 0,70 0,68

3 0,08 4,84 1,96 1,17

4 0,13 5,57 2,17 1,16

5 0,03 6,66 0,57 0,59

6 0,01 10,87 1,45 0,29

7 0,13 1,54 1,18

8 0,04 1,50 0,72

9 1,05 1,19
10 1,35 0,67
Mediana 0,05 6,09 1,40 0,74
Média 0,07 6,64 1,29 0,84

Dp 0,05 2,19 0,56 0,31
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Tabela 25 - Valores da massa estimada de ductos biliares em g/kg de peso corporal dos
animais submetidos a operacdao simulada (OS), a obstrug¢do biliar (OB) e a derivagdo biliar
com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentagdo da mediana e da média com o
respectivo desvio padrdo. Diferengas significativas observadas entre os grupos OS vs OB e OS
vs ( DBD e DBJ).

Rato (O OB DBD DBJ
1 0,00 5,36 0,08 1,19

2 0,01 8,06 0,07 0,07

3 0,02 3,33 1,11 0,12

4 0,05 6,01 1,42 0,12

5 0,01 6,76 0,25 0,34

6 0,02 7,91 0,67 0,29

7 0,02 0,81 0,62

8 0,00 0,66 0,37

9 0,58 0,39
10 0,84 0,55
Mediana 0,01 6,38 0,67 0,35
Média 0,02 6,24 0,65 0,41
Dp 0,02 1,77 0,43 0,33

Tabela 26 - Valores da massa estimada dos outros elementos histologicos em g/kg de peso
corporal dos animais submetidos a operacdo simulada (OS), a obstrug¢do biliar (OB) e a
derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentagdo da mediana e da
média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas significativas observadas entre os grupos
OS vs OB e OB vs (DBD e DBJ).

Rato (O) OB DBD DBJ
1 7,49 24,74 17,66 15,37

2 8,34 27,45 11,51 11,37

3 11,58 21,29 14,50 15,03

4 9,39 25,75 11,96 12,56

5 10,94 21,98 11,12 13,55

6 12,03 19,01 11,09 11,39

7 12,71 12,57 10,90

8 12,38 11,25 10,42

9 8,73 9,53
10 10,85 8,84
Mediana 11,26 23,36 11,38 11,38
Média 10,61 23,37 12,12 11,90

Dp 1,96 3,15 2,42 2,20
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Tabela 27 - Numero de células estreladas hepaticas da zona metabodlica hepatica 1 nos ratos
submetidos a operacao simulada (OS), a obstru¢ao biliar (OB), a DBD e a DBJ — Diferengas

significativas observadas entre os Grupos OB vs DBD; OS vs (DBD e DBJ).

Rato OS OB DBD DBJ

1 25 39 57 43

2 28 46 72 47

3 37 43 152 48

4 41 32 45 62

5 29 17 90 16

6 6 55 49 48

7 6 50 47

8 21 78 88

9 43 84

10 79 77
MEDIANA 26,50 41,00 64,50 48,00
MEDIA 24,13 38,67 71,50 56,00
Dp 12,86 13,06 32,68 21,97

Tabela 28 - Valores da massa estimada do bagco em g/kg de peso corporal dos ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrucdo biliar (OB) e a derivagdo biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo
desvio padrao. Diferencas significativas observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e

DBJ); DBD vs DBJ; OS vs (DBD e DBJ).

Rato ON) OB DBD DBJ
1 1,50 5,89 4,03 2,81
2 1,80 7,04 2,98 2,84
3 1,75 5,15 7,72 2,91
4 1,65 7,32 4,39 2,95
5 1,81 9,16 3,22 4,39
6 1,96 6,30 4,11 2,67
7 1,75 4,35 2,73
8 1,69 3,00 3,35
9
10
Mediana 1,75 6,67 4,07 2,87
Média 1,74 6,81 4,23 3,08
Dp 0,13442 1,391029 1,529252 0,569
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Tabela 29 - Valores séricos do consumo de oxigénio pelas mitocondrias hepaticas (n atomos
de oxigénioy/min./mg.prot.) no estado 3 dos ratos submetidos a operagao simulada (OS), a
obstrucdo biliar (OB) e a derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).
Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas
significativas foram observadas entre os grupos OB vs (DBD e DBJ).

Rato (O OB DBD DBJ
1 70,66 71,65 79,08 132,22
2 69,34 74,76 94,03 146,20
3 68,83 83,04 88,85 70,42
4 92,08 62,22 146,98 84,41
5 104,51 61,70 119,38 97,52
6 88,11 70,26 105,10 89,12
7 109,41 113,28 110,35
8 111,16 115,94 105,48
9 129,14 121,42
10 87,90 121,71
Mediana 90 71 109 108
Média 89,26 70,61 107,97 107,89
Dp 18,07769 8,033823 21,07507 23,23952

Tabela 30 - Valores séricos do cnsumo de oxigénio pelas mitocondrias hepaticas (n atomos de
oxigénio,/min./mg.prot.) no estado 4 dos ratos submetidos a operacdo simulada (OS), a
obstrucdo biliar (OB) e a derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ).
Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo. Diferencas
significativas foram observadas entre os grupos OS vs OB; DBD vs DBJ e OS vs (DBD e
DBJ).

Rato (ON) OB DBD DBJ
1 22,23 49,55 46,26 47,45
2 18,85 47,65 32,35 49,13
3 18,26 44,96 63,00 24,03
4 18,90 34,47 49,00 33,77
5 29,10 46,68 36,37 46,09
6 27,39 43,28 37,21 29,77
7 16,62 44,75 24,39
8 30,79 48,10 31,35
9 72,65 33,87
10 47,81 34,16
Mediana 21 46 47 34
Média 22,77 44,43 47,75 35,40

Dp 5,536001 5,337608 12,21673 9,147697
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Tabela 31 - Valores da razdo do controle respiratorio (RCR) dos ratos submetidos a operagao
simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivagao biliar com o duodeno (DBD) e com o
jejuno (DBJ). Apresentagdo da mediana e da média com o respectivo desvio padrdo.
Diferencgas significativas foram observadas entre os grupos OS vs OB; OB vs DBJ; DBD vs
DBJ; OS vs DBD.

Rato (0N OB DBD DBJ
1 32 1,4 1,7 2,8
2 3,7 1,6 2,9 3,0
3 3,8 1,8 1,4 2,9
4 4,9 1,8 1,7 2,5
5 3,6 1,3 33 2,1
6 3,2 1,6 2,8 3,0
7 6,8 2,5 4.5
8 3,6 2.4 34
9 1,8 3,6
10 1,8 3,6
Mediana 4 2 2 3
Média 4,10 1,58 2,23 3,14
Dp 1,213025 0,204124 0,636047 0,670323

Tabela 32 - Valores do ADP:O (nM de ADP/natomos de oxigénio) das mitocondrias
hepaticas dos ratos submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e a
derivacdo biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentagdo da mediana e da
média com o respectivo desvio padrio. Diferencas significativas foram observadas entre os

grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ) e OS vs DBD.

Rato OS OB DBD DBJ
1 1,7 0,7 1,0 1,3

2 1,6 0,7 2,3 1,4

3 1,5 0,9 1,0 1,6

4 1,4 0,7 1,2 1,4

5 1,7 0,9 1,5 1,4

6 1,4 0,8 1,1 1,3

7 1,5 1,2 1,9

8 1,5 1,0 1,0

9 1,1 1,0
10 1,0 1,2
Mediana 2 1 1 1

Média 1,54 0,78 1,24 1,35

Dp 0,118773 0,098319 0,40332 0,267706
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Tabela 33 - Valores do potencial de membrana em mV das mitocondrias hepaticas de ratos
submetidos a operagdo simulada (OS), a obstrugdo biliar (OB) e a derivagao biliar com o
duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentacdo da mediana e da média com o respectivo
desvio padrao. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos.

Rato oS OB DBD DBJ
1 150 150 150 148
2 151 150 150 150
3 153 150 150 148
4 151 150 148 149
5 150 150 148 149
6 149 150 150 148
7 145 150 147
8 147 150 150
9 150 149
10 150 148
Mediana 150 150 150 149
Média 149,50 150,00 149,60 148,60
Dp 2,507133 0 0,843274 0,966092

Tabela 34 - Valores do indice de fosforilagdo oxidativa das mitocondrias hepaticas em nM de
ATP/min./mg de proteinade ratos submetidos a operagao simulada (OS), a obstrugao biliar
(OB) e a derivacao biliar com o duodeno (DBD) e com o jejuno (DBJ). Apresentagdo da
mediana e da média com o respectivo desvio padrio. Diferencas significativas observadas
entre os grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ)

Rato (ON) OB DBD DBJ
1 120,12 50,16 79,08 171,89

2 110,94 52,33 216,27 204,68

3 103,25 74,74 88,85 112,67

4 128,91 43,55 176,38 118,17

5 177,67 55,53 179,07 136,53

6 123,35 56,21 115,61 115,86

7 164,12 0,00 135,94 209,67

8 166,74 0,00 115,94 105,48

9 142,05 121,42
10 87,90 146,05
Mediana 126,13 53,93 125,94 128,97
Média 136,89 55,42 133,71 144,24

Dp 28,36 10,51 45,35 38,39
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Tabela 35 - Valores séricos do malondialdeido (MDA) dos ratos em puM submetidos a
operagao simulada (OS), a obstrucao biliar (OB) e a derivacao biliar com o duodeno (DBD) ¢
com o jejuno (DBJ).  (Mediana). Diferencas significativas foram observadas entre os
grupos OS vs OB; OB vs (DBD e DBJ).

Rato OS OB DBD DBJ
1 15,09 26,27 19,45 14,41

2 20,97 36,92 9,95 29,05

3 10,24 31,71 15,80 27,12

4 16,13 31,45 17,17 25,40

S 19,45 40,76 16,25 26,91

6 16,03 41,44 20,65 22,83

7 28,80 28,98 24,77

8 20,54 15,30 10,14

9 25,85 12,53
10 27,72 25,72
Mediana 17,79 34,32 18,31 25,09
Média 18,41 34,76 19,71 21,89

Dp 5,461007 5,960313 6,120646 6,844368
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Tabela 36 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — BT (transformagao

logaritmica)

Compar agoes Estimativas Erropadréo p-valor
0S-0B -3.4844 0.1493 <.0001
OS- 0OB1 -3.5798 0.1311 <.0001
OS-DBD -0.4148 0.1343 0.0067
0S- 0B2 -3.5879 0.1311 <.0001
OS-DBJ -0.1573 0.1311 0.2469
OB -0B1 -0.09537 0.1428 0.5131

OB -DBD 3.0696 0.1457 <.0001
OB - OB2 -0.1036 0.1428 0.4780
OB - DBJ 3.4225 0.1236 <.0001
OB1-DBD 3.1650 0.1229 <.0001
OB1-0B2 0.008196 0.1236 0.9479
OB1-DBJ 3.4225 0.1236 <.0001
DBD - OB2 -3.1732 0.1270 <.0001
DBD - DBJ 0.2575 0.1270 0.0586
OB2-DBJ 3.4307 0.1194 <.0001

Tabela 37 Comparagoes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — BD (transformacgao

logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -4.4376 0.2023 <.0001
0S-0B1 -4.3867 0.1777 <.0001
0OS-DBD 0.007646 0.1815 0.9669
0S-0B2 -4.4619 0.1777 <.0001
0OS-DBJ 0.05068 0.1777 0.7789
OB -0B1 0.05087 0.1934 0.7957

OB -DBD 4.4452 0.1969 <.0001
OB -0B2 -0.02437 0.1934 0.9012
OB - DBJ 4.4374 0.1675 <.0001
OB1-DBD 4.3943 0.1392 <.0001
OB1-0B2 0.07524 0.1675 0.6590
OB1-DBJ 4.4374 0.1675 <.0001
DBD - OB2 -4.4696 0.1715 <.0001
DBD - DBJ 0.04304 0.1715 0.8049

OB2-DBJ 4.5126 0.1342 <.0001
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Tabela 38 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — BI (transformagéo

logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -2.3523 0.2135 <.0001
0S-0B1 -2.7422 0.1875 <.0001
OS-DBD -0.4712 0.1921 0.0253
0S-0B2 -2.5865 0.1875 <.0001
OS-DBJ -0.1291 0.1875 0.5005
OB -0B1 -0.3898 0.2041 0.0732
OB - DBD 1.8812 0.2084 <.0001
OB -0B2 -0.2342 0.2041 0.2672
OB - DBJ 2.6131 0.1768 <.0001

OB1-DBD 2.2710 0.1816 <.0001
OB1-0B2 -0.1556 0.1768 0.3909
OB1-DBJ 2.6131 0.1768 <.0001
DBD - OB2 -2.1153 0.1816 <.0001
DBD - DBJ 0.3421 0.1816 0.0769
OB2-DBJ 2.4575 0.1768 <.0001

Tabela 39 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — ALT (transformagao

logaritmica)

Compar agoes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -0.8851 0.2359 0.0015
0S-0B1 -0.8125 0.2072 0.0010
0OS-DBD -0.4164 0.2072 0.0597
0S-0B2 -0.6639 0.2072 0.0049
0OS-DBJ -0.08616 0.2072 0.6825
OB -0B1 0.07259 0.2256 0.7513

OB -DBD 0.4687 0.2256 0.0523
OB -0B2 0.2212 0.2256 0.3400
OB - DBJ 0.7263 0.1954 0.0016
OB1-DBD 0.3961 0.1954 0.0577
OB1-0B2 -0.1486 0.1954 0.4569
OB1-DBJ 0.7263 0.1954 0.0016
DBD - OB2 -0.2475 0.1954 0.2213
DBD - DBJ 0.3302 0.1954 0.1082

OB2-DBJ 0.5778 0.1954 0.0084
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Tabela 40 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — AST (transformagao

logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -0.9645 0.2171 0.0003
0S-0B1 -0.9219 0.1907 0.0001
OS-DBD -0.3853 0.1907 0.0584
0S-0B2 -0.7881 0.1907 0.0006
OS-DBJ -0.03163 0.1907 0.8701
OB -0B1 0.04255 0.2076 0.8399

OB - DBD 0.5791 0.2076 0.0121
OB -0B2 0.1763 0.2076 0.4068
OB - DBJ 0.8903 0.1798 0.0001
OB1-DBD 0.5366 0.1639 0.0042
OB1-0B2 -0.1338 0.1798 0.4664
OB1-DBJ 0.8903 0.1798 0.0001
DBD - OB2 -0.4028 0.1798 0.0379
DBD - DBJ 0.3537 0.1798 0.0647
OB2- DBJ 0.7565 0.1639 0.0002

Tabela 41 Comparagoes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — FA (transformagao

logaritmica)

Compar agdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -1.5240 0.1399 <.0001
0S-0B1 -1.7340 0.1229 <.0001
0OS-DBD -0.6213 0.1229 <.0001
0S-0B2 -1.6301 0.1229 <.0001
OS-DBJ -0.03907 0.1229 0.7542
OB -0B1 -0.2100 0.1338 0.1339
OB -DBD 0.9027 0.1338 <.0001
OB -0B2 -0.1061 0.1338 0.4380
OB - DBJ 1.6949 0.1158 <.0001

OB1-DBD 1.1126 0.1134 <.0001
OB1-0B2 -0.1039 0.1158 0.3817
OB1-DBJ 1.6949 0.1158 <.0001
DBD - OB2 -1.0088 0.1158 <.0001
DBD - DBJ 0.5823 0.1158 <.0001

OB2-DBJ 1.5910 0.1134 <.0001
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Tabela 42 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — ALB (transformagao

logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B 0.2636 0.09697 0.0141
0S-0B1 0.06301 0.08517 0.4690
OS-DBD 0.2804 0.08517 0.0041
0S-0B2 0.05735 0.08517 0.5093
OS-DBJ 0.05659 0.08517 0.5148
OB -0B1 -0.2006 0.09273 0.0442

OB -DBD 0.01679 0.09273 0.8583
OB -0B2 -0.2063 0.09273 0.0391
OB - DBJ -0.00642 0.08030 0.9371
OB1-DBD 0.2174 0.08030 0.0144
OB1-0B2 0.005662 0.08030 0.9446
OB1-DBJ -0.00642 0.08030 0.9371
DBD - OB2 -0.2231 0.08030 0.0124
DBD - DBJ -0.2238 0.08030 0.0122
OB2 - DBJ -0.00076 0.08030 0.9926

Tabela 43 Comparagdes entre os grupos — Oxido nitrico (logaritmo).

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey
DBD - OS 0.0323 -0.4265 0.4912 NR
DBD - DBJ 0.2667 -0.1672 0.7006 NR
DBD - OB 0.2979 -0.1998 0.7956 NR
OS -DBD -0.0323 -0.4912 0.4265 NR
OS - DBJ 0.2344 -0.2135 0.6823 NR
0OS -0OB 0.2656 -0.2444 0.7756 NR
DBJ - DBD -0.2667 -0.7006 0.1672 NR
DBJ - 0OS -0.2344 -0.6823 0.2135 NR
DBJ - OB 0.0312 -0.4564 0.5188 NR
OB -DBD -0.2979 -0.7956 0.1998 NR
OB -0S -0.2656 -0.7756 0.2444 NR
OB -DBJ -0.0312 -0.5188 0.4564 NR

p-valor =0,21 — referente a ANOVA. NR - ndo realizado
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Tabela 44 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — GB (transformagio

logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -1.8993 0.1490 <.0001
0S-0B1 -1.7096 0.1308 <.0001
OS-DBD -0.5704 0.1308 0.0004
0S-0B2 -1.6486 0.1308 <.0001
OS-DBJ -0.5243 0.1308 0.0008
OB -0B1 0.1897 0.1424 0.1995

OB - DBD 1.3289 0.1424 <.0001
OB -0B2 0.2507 0.1424 0.0954
OB - DBJ 1.1852 0.1234 <.0001
OB1-DBD 1.1392 0.1234 <.0001
OB1-0B2 -0.06095 0.1234 0.6272
OB1-DBJ 1.1852 0.1234 <.0001
DBD - OB2 -1.0783 0.1234 <.0001
DBD - DBJ 0.04603 0.1234 0.7134
OB2-DBJ 1.1243 0.1234 <.0001

Tabela 45 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — hepatdcitos
(transformacao logaritmica)

Compar agoes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B 0.5909 0.09156 <.0001
0S-0B1 0.8731 0.08042 <.0001
0OS-DBD 0.1265 0.08042 0.1331
0S-0B2 0.8049 0.08042 <.0001
0OS-DBJ 0.05191 0.08042 0.5267
OB -0B1 0.2822 0.08755 0.0047
OB -DBD -0.4645 0.08755 <.0001
OB -0B2 0.2140 0.08755 0.0250
OB - DBJ -0.8212 0.07582 <.0001
OB1-DBD -0.7466 0.06969 <.0001
OB1-0B2 0.06817 0.07582 0.3805
OB1-DBJ -0.8212 0.07582 <.0001
DBD - OB2 0.6784 0.07582 <.0001
DBD - DBJ -0.07459 0.07582 0.3383

OB2-DBJ -0.7530 0.06969 <.0001
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Tabela 46 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — ductos biliares
(transformacao logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -36.8410 5.2667 <.0001
0S-0B1 -36.5365 4.6258 <.0001
OS-DBD -28.3072 4.6258 <.0001
0S-0B2 -36.6139 4.6258 <.0001
OS-DBJ -24.4256 4.6258 <.0001
OB -0B1 0.3045 5.0359 0.9524
OB - DBD 8.5338 5.0359 0.1074
OB -0B2 0.2271 5.0359 0.9645
OB - DBJ 12.1108 43612 0.0124

OB1-DBD 8.2293 43612 0.0754
OB1-0B2 0.07746 43612 0.9860
OB1-DBJ 12.1108 4.3612 0.0124
DBD - OB2 -8.3068 43612 0.0729
DBD - DBJ 3.8815 43612 0.3852
OB2-DBJ 12.1883 43612 0.0120

Tabela 47 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — fibrose (transformagao

logaritmica)

Compar agdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -36.8890 0.2177 <.0001
0S-0B1 -36.7064 0.1912 <.0001
OS-DBD -35.6795 0.1912 <.0001
0S-0B2 -36.8046 0.1912 <.0001
OS-DBJ -35.3536 0.1912 <.0001
OB -0B1 0.1826 0.2082 0.3920

OB -DBD 1.2094 0.2082 <.0001
OB -0B2 0.08431 0.2082 0.6902
OB - DBJ 1.3528 0.1803 <.0001
OB1-DBD 1.0269 0.1707 <.0001
OB1-0B2 0.09825 0.1803 0.5924
OB1-DBJ 1.3528 0.1803 <.0001
DBD - OB2 -1.1251 0.1803 <.0001
DBD - DBJ 0.3260 0.1803 0.0873

OB2-DBJ 1.4511 0.1707 <.0001
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Tabela 48 Comparagdes entre os grupos — modelo de efeitos mistos — outros elementos
(transformacao logaritmica)

Compar acdes Estimativas Erro padréo p-valor
0S-0B -0.1977 0.07699 0.0194
0S-0B1 -0.5531 0.06762 <.0001
OS-DBD -0.1017 0.06762 0.1497
0S-0B2 -0.4795 0.06762 <.0001
OS-DBJ -0.05205 0.06762 0.4514
OB -0B1 -0.3554 0.07361 0.0001

OB - DBD 0.09596 0.07361 0.2088
OB -0B2 -0.2818 0.07361 0.0012
OB - DBJ 0.5010 0.06375 <.0001
OB1-DBD 0.4513 0.06145 <.0001
OB1-0B2 -0.07356 0.06375 0.2636
OB1-DBJ 0.5010 0.06375 <.0001
DBD - OB2 -0.3778 0.06375 <.0001
DBD - DBJ 0.04969 0.06375 0.4458
OB2-DBJ 0.4274 0.06145 <.0001

Tabela 49 Comparagoes entre os grupos — pos teste de Tukey — massa hepatica (logaritmo).

Compar agdes Diferencas IC 95% Testede Tukey
OB -DBJ 0.52830 0.32657 0.73003 *rk
OB -DBD 0.56142 0.35969 0.76315 ook
OB -0S 0.58800 0.37702 0.79897 ok
DBJ-0OB -0.52830 -0.73003 -0.32657 ook
DBJ - DBD 0.03312 -0.14159 0.20782
DBJ - 0OS 0.05969 -0.12561 0.24500
DBD - OB -0.56142 -0.76315 -0.35969 ok
DBD - DBJ -0.03312 -0.20782 0.14159
DBD - OS 0.02658 -0.15872 0.21188
OS -0OB -0.58800 -0.79897 -0.37702 ook
OS -DBJ -0.05969 -0.24500 0.12561
OS -DBD -0.02658 -0.21188 0.15872

*#%* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.



- 119 -

Tabela 50 Comparagdes entre os grupos — massa hepatocitos (logaritmo).

Compar acoes Diferencas | C 95% Testede Tukey
DBJ - OS 0.00543 -0.27364 0.28450 NR
DBJ-0OB 0.00842 -0.29540 0.31223 NR

DBJ - DBD 0.10609 -0.15702 0.36919 NR
OS -DBJ -0.00543 -0.28450 0.27364 NR
OS -OB 0.00299 -0.31475 0.32072 NR
OS -DBD 0.10066 -0.17841 0.37973 NR
OB -DBJ -0.00842 -0.31223 0.29540 NR
OB -0S -0.00299 -0.32072 0.31475 NR
OB -DBD 0.09767 -0.20614 0.40148 NR

DBD - DBJ -0.10609 -0.36919 0.15702 NR
DBD - OS -0.10066 -0.37973 0.17841 NR
DBD - OB -0.09767 -0.40148 0.20614 NR

p-valor = 0,67 — referente 8 ANOVA.
NR —néo realizado

Tabela 51 Comparagoes entre os grupos — pos teste de Tukey — massa fibrose (logaritmo).

Compar agdes Diferencas IC 95% Testede Tukey
OB -DBD 1.6996 0.9131 2.4862 kokok
OB -DBJ 2.1052 1.3186 2.8917 ook
OB -0OS 4.8324 4.0098 5.6550 ok
DBD - OB -1.6996 -2.4862 -0.9131 ook
DBD - DBJ 0.4056 -0.2756 1.0867
DBD - OS 3.1328 2.4103 3.8552 ook
DBJ - OB -2.1052 -2.8917 -1.3186 ok
DBJ - DBD -0.4056 -1.0867 0.2756
DBJ - OS 2.7272 2.0047 3.4497 *rk
OS -0OB -4.8324 -5.6550 -4.0098 ook
OS -DBD -3.1328 -3.8552 -2.4103 ok
OS -DBJ -2.7272 -3.4497 -2.0047 ook

*#* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.
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Tabela 52 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — massa ductos biliares

(logaritmo).
Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey

OB -DBD 2.576 -3.504 8.657

OB -DBJ 2.996 -3.085 9.076

OB -0S 10.539 4.180 16.899 ook
DBD - OB -2.576 -8.657 3.504
DBD - DBJ 0.419 -4.847 5.685

DBD - OS 7.963 2.378 13.548 *rk
DBJ - OB -2.996 -9.076 3.085
DBJ - DBD -0.419 -5.685 4.847

DBJ - 0OS 7.544 1.958 13.129 ook
OS -OB -10.539 -16.899 -4.180 ok
OS -DBD -7.963 -13.548 -2.378 ook
OS - DBJ -7.544 -13.129 -1.958 *rE

*#* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.

Tabela 53 Comparagoes entre os grupos — pos teste de Tukey — massa outros elementos.

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey
OB -DBD 11.246 7.874 14.618 ook
OB -DBJ 11.474 8.102 14.846 *okok
OB -0S 12.763 9.236 16.289 ook
DBD - OB -11.246 -14.618 -7.874 Gk
DBD - DBJ 0.228 -2.692 3.148
DBD - OS 1.517 -1.581 4.614
DBJ-0OB -11.474 -14.846 -8.102 ook
DBJ - DBD -0.228 -3.148 2.692
DBJ - 0OS 1.289 -1.809 4.386
OS -0OB -12.763 -16.289 -9.236 ok
OS -DBD -1.517 -4.614 1.581
OS - DBJ -1.289 -4.386 1.809

*## p-valor <0,01 —referente a ANOVA.
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Tabela 54 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — células estreladas.

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey

DBD - DBJ 15.50 -12.56 43.56

DBD - OB 32.83 0.44 65.23 *rk
DBD - OS 47.38 17.62 77.13 ook
DBJ - DBD -15.50 -43.56 12.56

DBJ - OB 17.33 -15.06 49.73

DBJ - OS 31.88 2.12 61.63 *rk
OB -DBD -32.83 -65.23 -0.44 ook
OB -DBJ -17.33 -49.73 15.06

OB -0S 14.54 -19.34 48.42

OS -DBD -47.38 -77.13 -17.62 ok
OS -DBJ -31.88 -61.63 -2.12 ook
OS -OB -14.54 -48.42 19.34

*#* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.

Tabelab5 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — massa do bago (logaritmo).

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey
OB -DBD 0.5066 0.2030 0.8101 *rk
OB -DBJ 0.7889 0.4854 1.0925 ook
OB -0OS 1.3511 1.0476 1.6547 ok
DBD - OB -0.5066 -0.8101 -0.2030 ook
DBD - DBJ 0.2824 0.0013 0.5634 ok
DBD - OS 0.8445 0.5635 1.1256 ook
DBJ - OB -0.7889 -1.0925 -0.4854 ok
DBJ - DBD -0.2824 -0.5634 -0.0013 ook
DBJ - OS 0.5622 0.2811 0.8432 *okok
0OS -0OB -1.3511 -1.6547 -1.0476 ook
OS -DBD -0.8445 -1.1256 -0.5635 Gk
OS -DBJ -0.5622 -0.8432 -0.2811 ook

*H* p-valor

< 0,01 —referente a ANOVA.
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Tabela 56 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — estado 3.

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey

DBD - DBJ 0.083 -23.693 23.859

DBD - OS 18.706 -6.512 43.923

DBD - OB 37.363 9.909 64.817 ook
DBJ - DBD -0.083 -23.859 23.693

DBJ - OS 18.623 -6.595 43.840

DBJ - OB 37.280 9.826 64.734 *rk
OS -DBD -18.706 -43.923 6.512

OS - DBJ -18.623 -43.840 6.595

OS -0OB 18.657 -10.054 47.369

OB -DBD -37.363 -64.817 -9.909 ok
OB -DBJ -37.280 -64.734 -9.826 ook
OB -0OS -18.657 -47.369 10.054

*#* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.

Tabela 57 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — estado 4.

Compar acoes Diferencas IC 95% Testede Tukey

DBD - OB 3.318 -9.380 16.016
DBD - DBJ 12.349 1.352 23.346 ook
DBD - OS 24.983 13.319 36.646 ok
OB -DBD -3.318 -16.016 9.380

OB -DBJ 9.031 -3.667 21.729

OB -0S 21.664 8.384 34.944 ook
DBJ - DBD -12.349 -23.346 -1.352 ok
DBJ-0OB -9.031 -21.729 3.667

DBJ - OS 12.634 0.970 24.297 ok
OS -DBD -24.983 -36.646 -13.319 ook
OS -0OB -21.664 -34.944 -8.384 ok
OS -DBJ -12.634 -24.297 -0.970 ook

*#* p-valor <0,01 — referente a ANOVA.
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Tabela 58 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — RCR (logaritmo).

Compar acoes Diferencas I C 95% Testede Tukey
OS -DBJ 0.2558 -0.0496 0.5611
OS -DBD 0.6144 0.3090 0.9197 ook
OS -0OB 0.9273 0.5796 1.2750 *rk
DBJ - 0OS -0.2558 -0.5611 0.0496
DBJ - DBD 0.3586 0.0707 0.6465 *rk
DBJ - OB 0.6715 0.3391 1.0040 ook
DBD - OS -0.6144 -0.9197 -0.3090 *rk
DBD - DBJ -0.3586 -0.6465 -0.0707 ook
DBD - OB 0.3129 -0.0195 0.6454
OB -0S -0.9273 -1.2750 -0.5796 ook
OB -DBJ -0.6715 -1.0040 -0.3391 ok
OB -DBD -0.3129 -0.6454 0.0195

**% p-valor <0,01 —referente a ANOVA.

Tabela 59 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — ADP:O (logaritmo).

Compar agdes Diferencas IC 95% Testede Tukey
OS - DBJ 0.14474 -0.10025 0.38973
OS -DBD 0.24821 0.00322 0.49320 ook
OS -0OB 0.67822 0.39929 0.95715 ok
DBJ - 0OS -0.14474 -0.38973 0.10025
DBJ - DBD 0.10347 -0.12751 0.33445
DBJ-0OB 0.53348 0.26677 0.80019 ook
DBD - OS -0.24821 -0.49320 -0.00322 *okok
DBD - DBJ -0.10347 -0.33445 0.12751
DBD - OB 0.43001 0.16330 0.69672 ok
OB -0S -0.67822 -0.95715 -0.39929 ook
OB -DBJ -0.53348 -0.80019 -0.26677 ok
OB - DBD -0.43001 -0.69672 -0.16330 ook

*#% p-valor <0,01 — referente a ANOVA.
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Tabela 60 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — potencial membrana

(logaritmo).
Compar agoes Diferencas | C 95% Testede Tukey
OB -DBD 0.002685 -0.010525 0.015895 NR
OB -0OS 0.003463 -0.010353 0.017278 NR
OB -DBJ 0.009396 -0.003814 0.022606 NR
DBD - OB -0.002685 -0.015895 0.010525 NR
DBD - OS 0.000778 -0.011356 0.012912 NR
DBD - DBJ 0.006712 -0.004729 0.018152 NR
OS -OB -0.003463 -0.017278 0.010353 NR
OS -DBD -0.000778 -0.012912 0.011356 NR
OS -DBJ 0.005933 -0.006201 0.018068 NR
DBJ-0OB -0.009396 -0.022606 0.003814 NR
DBJ - DBD -0.006712 -0.018152 0.004729 NR
DBJ - OS -0.005933 -0.018068 0.006201 NR

p-valor = 0,23 — referente 8 ANOVA.
NR — ndo realizado

Tabela 61 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — fosforilagao oxidativa.

Compar agoes Diferencas 1C 95% Testede Tukey
DBJ - OS 7.35 -38.52 53.23
DBJ - DBD 10.53 -32.72 53.79
DBJ - OB 88.82 38.88 138.77 ok
OS -DBJ -7.35 -53.23 38.52
OS -DBD 3.18 -42.70 49.05
0S -0OB 81.47 29.23 133.70 oAk
DBD - DBJ -10.53 -53.79 32.72
DBD - OS -3.18 -49.05 42.70
DBD - OB 78.29 28.34 128.23 hokk
OB -DBJ -88.82 -138.77 -38.88 ok
OB -0OS -81.47 -133.70 -29.23 *xk
OB -DBD -78.29 -128.23 -28.34 ook

*H* p-valor

< 0,01 —referente a ANOVA.
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Tabela 62 Comparagdes entre os grupos — pos teste de Tukey — malondialdeido.
Compar agdes Diferencas | C 95% Testede Tukey

OB -DBJ 12.870 4.195 21.546 ok
OB -DBD 15.046 6.371 23.722 ok
OB -0OS 16.352 7.279 25.425 ok
DBJ - OB -12.870 -21.546 -4.195 ok
DBJ - DBD 2.176 -5.337 9.689

DBJ - 0OS 3.482 -4.487 11.450

DBD - OB -15.046 -23.722 -6.371 otk
DBD - DBJ -2.176 -9.689 5.337

DBD - OS 1.306 -6.663 9.274

OS -0OB -16.352 -25.425 -7.279 ok
OS -DBJ -3.482 -11.450 4.487

OS -DBD -1.306 -9.274 6.663

**% p-valor <0,01 —referente a ANOVA.



