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RESUMO

A obstrucdo das vias biliares € uma alteracdo que acomete grande parte da popula¢do humana,
necessitando de técnicas que possam aumentar a eficacia da drenagem da bile, restabelecendo
o fluxo biliar. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a eficAcia da técnica da
interposicdo do tubo de “Monti” no restabelecimento deste fluxo, a fim de minimizar as
alteracOes hepaticas decorrentes do periodo de obstrucao biliar induzida. Assim, sete suinos
da ragca Landrace, com 36 dias de vida, foram submetidos a obstrucdo das vias biliares e
reconstrucdo das mesmas através da interposicdo jejunal com tubo de Monti. Durante 0s
periodos pré, pos obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares, coletou-se fragmentos de tecido
hepatico para avaliacdo imunohistoquimica e morfométrica para cirrose hepatica (colageno I e
I11) e quantificacdo de ductos biliares (ck7). A quantidade de colageno I ndo foi relevante para
a avaliagdo morfométrica e a quantidade de colageno 111 e ductos biliares foi maior no periodo
pos obstrucdo quando comparado com o periodo de reconstrucdo das vias biliares e pré
obstrucdo, respectivamente. O periodo de obstrucdo manteve maiores indices de colageno Il
e ductos biliares, diminuindo apos a reconstrucdo das vias biliares. As condigdes nas quais o
estudo foi realizado sugeriram que a técnica de interposicdo do tubo de Monti foi eficaz para
restabelecer o fluxo biliar, ja que ocorreu uma diminuicdo das alteracbes como cirrose e

hiperplasia de ductos biliares.

Palavras-chave: Cirrose. Colageno Ill. Ductos biliares. Obstrucao biliar. Técnica cirurgica.l
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ABSTRACT

The obstruction of the biliary tree is a change that affects most of the human population in
need of techniques that can increase the efficiency of the bile drainage, restoring bile flow.
Thus, this study aimed to assess the technical effectiveness of bringing the tube "Monti" in
restoring this flow in order to minimize the hepatic changes resulting from induced biliary
obstruction period. Thus, seven Landrace pigs, 36 days old, underwent biliary tract
obstruction and reconstruction of the same through the jejunal interposition with Monti tube.
During the pre, post and reconstruction obstruction of the biliary tract, collected up liver
tissue samples for immunohistochemistry and morphometric evaluation for liver cirrhosis
(collagen I and I11) and quantification of bile ducts (CK7). The amount of collagen I was not
relevant to the morphometric analysis and the amount of collagen Il and bile ducts was
higher in the post obstruction when compared to the period of reconstruction of the biliary
tract and pre obstruction, respectively. The obstruction period maintained higher levels of
collagen 11l and bile ducts, decreasing after the reconstruction of the biliary tract. The
conditions under which the study was suggested that the technique of interposing Monti tube
was effective in restoring bile flow was decreased because of changes such as cirrhosis and

bile duct hyperplasia.

Keywords: Cirrhosis. Collagen Il1. Bile ducts. Biliary obstruction. Surgical technique
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Introducdo

1 INTRODUCAO
1.1 ANATOMIA MACROSCOPICA DO FIGADO

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo e encontra-se situado na cavidade
abdominal, abaixo do diafragma. Recebe a maior parte do seu sangue (70%) da veia porta e
uma por¢do menor atraves da artéria hepatica. Pela veia porta chega ao figado todo o material
absorvido nos intestinos, com excecdo de parte dos lipidios que € transportada por via
linfatica. Este, entdo, metaboliza, acumula nutrientes, neutraliza e elimina substancias tdxicas
absorvidas. Essa eliminacdo se d& pela bile, secrecdo exdcrina da célula hepatica. A bile
desempenha  também importante  papel na  metabolizacdo  de lipidios
(JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

O figado humano é o maior 6rgdo interno do corpo, pesando aproximadamente 1,3 kg
nos adultos. Esta posicionado abaixo do diafragma nas regibes do hipocondrio direito e
epigastrica, apresentando quatro lobos: lobo direito e esquerdo na face voltada para o
diafragma que sdo separados pelo ligamento falciforme e na face visceral, localiza-se o lobo
caudado e o lobo quadrado (VAN; KENT, 2003)

Nos suinos, € um 6rgédo relativamente volumoso, sendo seu peso medio no animal
adulto de cerca de 1,5 a 2,0 Kg. O mesmo esta dividido em seis lobos: lateral e medial
esquerdos (LLE e LME), lateral e medial direitos (LLD e LMD), quadrado (LQ) e caudado
(LC), com seus processos papilar e caudado (Figuras 1 e 2). Na sua face visceral, o figado
possui uma depressao que acomoda a vesicula biliar (VB), cuja fungdo é o armazenamento de
bile. Esta é um 6rgdo oco, com forma de péra, preso a superficie inferior do figado e que
desemboca por meio do ducto cistico, no colédoco, que situa-se em uma fossa entre as duas
partes do lobo medial direito e drena seu conteido através do ducto cistico. Na parte ventral
da fissura portal, o ducto cistico e o hepatico comum se fundem formando ducto colédoco,
que se dirige ao duodeno, drenando na papila duodenal maior, liberando a bile que atuara

promovendo a dissolucdo das gorduras advindas da alimentacdo (GETTY, 1986) (Figura 3).

Tese de Doutorado Aline Gomes de Campos
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Figura 2 - Figado de suino - face diafragméatica demonstrando os lobos laterais (LL) e
mediais (LM).

Fonte: Do autor, 2008.

Figura 2 - Figado de suino - face visceral demonstrando lobo quadrado (LQ), lobo
caudado(LC) e vesicula biliar (VB).

Fonte: Do autor, 2008.

A veia porta e a veia cava inferior sdo referenciais para 0s segmentos proximal e
distal, respectivamente, do ducto biliar comum. O ducto biliar principal proximal, na regido
do hilo, é usualmente visualizado no corte intercostal. O ducto biliar extra-hepatico é uma
estrutura tubular que corre anteriormente ao tronco portal (GAYOTTO;ALVES, 2001).
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1.2 ANATOMIA MICROSCOPICA DO FIGADO

O figado é constituido principalmente por células hepéticas (hepatdcitos) que sdo
ceélulas epiteliais, as quais se agrupam em placas anastomosando-se entre si e formando
unidades morfoldgicas chamadas l6bulos hepaticos. Em certos animais, como 0s suinos, 0s
I6bulos hepéticos sdo separados por uma nitida faixa de tecido conjuntivo. Em algumas
regides, os lobulos ficam separados por vaso e tecido conjuntivo, que séo regides que ocupam
0s cantos dos poliedros, denominados de espacos porta. Estes apresentam, no seu interior,
uma vénula e uma arteriola, ramos da veia porta e da artéria hepatica, um ducto biliar e vasos
linfaticos, todos envoltos por uma bainha de tecido conjuntivo (Figura 4) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Figura 3 — Desenho esquematico das vias biliares

Ducto hepatico esquerdo
-

Ducto hepatico comum

Diicto hiliar comiuim ot1 colédoco
prd
/ : Pancreas
. ST T Q Ducto pancreatico
Vesicula biliar cistico
N ) Duodeno
Esfincter de Oddi j
! 1)) )

Fonte: Adaptado de http://www.mdsaude.com/2009_05_01_archive.html. 2009
O espago que fica entre as placas de células hepéticas é ocupado por capilares

sinusdides hepaticos, que sdo revestidos por células endoteliais tipicas dos capilares
sanguineos e macréfagos que, neste 6rgdo, sdo chamados de células de Kupffer. Estas sdo

células estreladas, de nacleo oval e nucléolo evidente, apresentam intensa atividade
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fagocitéaria, pertencendo ao sistema mononuclear fagocitario, no qual ocorre fagocitose de
hemécias em via de desintegracdo, com consequente digestdo da hemoglobina e producéo de
bilirrubina. H& ainda, grande quantidade de lisossomos, cujo interior possui enzimas
necessarias para a digestdo intracelular das substancias fagocitadas. No centro do I6bulo
hepético, encontra-se a veia centrolobular, no qual desembocam os capilares sinusdides
(Figura 4) (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

O figado apresenta uma circulacdo sanguinea peculiar, recebendo consideravel volume
de sangue venoso através da veia porta, além do sangue arterial pela artéria hepéatica. A veia
porta e a artéria hepética sdo vasos aferentes do figado, sendo os eferentes as veias hepaticas.
A primeira se divide varias vezes em ramos mais finos, até formarem os vasos interlobulares,
localizados no espago porta e abrem-se nos sinusdides da periferia dos lébulos hepaticos,
levando abundante sangue venoso aos mesmos. Os ramos da artéria hepatica também se
dividem nos espagos porta, dando ramos que nutrem o tecido conjuntivo interlobular e ramos
que desembocam nos sinusoides da periferia dos I6bulos, os quais levam oxigénio e nutrientes
para as células hepaticas. Estes capilares do figado recebem sangue venoso e arterial, que se
misturam. Como o sangue percorre os sinusdides da periferia para o centro dos I6bulos, as
células hepéticas estdo submetidas a um gradiente de composicdo sanguinea. As mais
periféricas recebem primeiro tanto os nutrientes e oxigénio, como eventuais substancias
toxicas trazidas pela veia porta e pela artéria hepatica o que explica as diferencas do
comportamento entre as células centrolobulares e as perilobulares, mesmo em condicGes
normais como patologicas (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

Figura 4 - Histologia normal de figado humano. Visualiza-se corddes de hepatdcitos
(ch), espaco porta (veia porta - vp, artéria hepatica - ar e ducto biliar - Db) e sinusdides
- si (HE, 100x).

_ " Ar: Artéria :
Ch: Cordoes de hepatoécitos
Db: Ducto biliar

Si: Sinusdides
Vp: Veia porta
VI: Vaso linfatico

Fonte: Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD, 2010.
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1.3 FISIOLOGIA E HISTOFISIOLOGIA

O figado é um local de acimulo de glicogénio e uma fonte importante de glicose
plasmaética, sendo érgdo central no processamento das gorduras da dieta em lipoproteinas, que
vao ao sangue para o metabolismo periférico. Além disso, € o principal local da sintese
protéica, particularmente das proteinas plasmaticas, cujos grupos importantes compreendem
albumina, fatores de coagulacdo, proteinas ligantes do ferro e cobre, e algumas proteinas da
fase aguda da inflamacdo. Ademais, tem grande importancia no catabolismo protéico, com
geracdo de uréia (STEVENS;LOWE, 2002).

O hepatdcito é uma célula de grande versatilidade funcional. Tem funcdes glandulares
enddcrinas e exacrinas. Além de sintetizar e acumular varios compostos, neutraliza outros e
transporta pigmentos do sangue para a bile, sendo que também renova suas préprias proteinas
e sintetiza varias outras de exportacdo, como a albumina, a protrombina, o fibrinogénio e as
lipoproteinas. Este, entdo, acumula as proteinas produzidas em granulos de secrecéo,
eliminando-as gradualmente para a corrente sanguinea (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

A bile é uma secrecdo exdcrina. Sdo dois seus componentes principais: 0s acidos
biliares e a bilirrubina. Noventa por cento dos acidos biliares provém da reabsorcéo intestinal,
chegando ao figado pela veia porta e sdo transportados pelos hepat6citos para os canaliculos
biliares. Os 10% restantes sdo sintetizados no hepatdcito gracas a conjugacéo de acido colico
com o0s aminodacidos glicina e taurina, formando os acidos glicocdlico e taurocdlico. A
bilirrubina é produzida pela digestdo da hemoglobina nas células do sistema mononuclear
fagocitario, que inclui as células de Kupffer dos sinusdides hepaticos. Essa bilirrubina,
insoluvel em agua, é captada pelo hepatécito e € conjugada com o acido glicurénico,
tornando-a hidrossolivel. O glicorunato de bilirrubina é, em seguida, secretado para o
canaliculo biliar. Na regido do ileo intestinal os sais biliares sdo absorvidos, entram no colon,
onde sdo desconjugados e desidroxilados pelas bactérias colbnicas, se transformando em
acidos biliares secundarios que, em quantidades anormais, podem causar lesdo epitelial e
diarréia (REECE, 2006; JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

Nos bovinos e suinos ha secrecdo relativamente continua da bile para o intestino. O
esfincter de Oddi nestas espécies € menos definido. Processos diferentes de absorgédo
modificam a concentracdo e composicdo relativas da bile hepatica durante a estocagem na
vesicula biliar (REECE, 2006).
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A bile secretada pelas células hepéticas flui pelos canaliculos biliares, ductulos biliares
e ductos biliares. Esses ductos apresentam-se revestidos por uma mucosa constituida por
células prismaticas altas, ricas em mitocondrias. Em seguida, observa-se um tecido conjuntivo
escasso, formando uma delgada ldmina proépria, envolta por uma discreta camada de musculo
n3o estriado. A medida que o ducto colédoco se aproxima do duodeno, essa camada muscular
se torna mais espessa, terminando por formar um esfincter que regula o fluxo da bile no local
da sua desembocadura no duodeno (JUNQUEIRA;CARNEIRO, 2013).

Os sais biliares sdo ativamente transportados dos hepatécitos para os canaliculos
biliares por um processo ativo. Os cétions e a agua acompanham passivamente, o0 que faz a
bile isosmética, o fluxo biliar depende do sal biliar e da recirculacdo dos sais biliares a partir
do intestino. Assim, esse fluxo dependente do sal biliar sera maior quando os sais biliares
foram reabsorvidos no intestino e transportados de volta ao figado para nova secre¢do. O
segundo componente canalicular do fluxo biliar é a fracdo independente do sal biliar, que é
mediada pelo transporte ativo de sédio. Nos ductos e ductulos biliares, hd componentes
reabsortivos bem como secretores de ions e agua que modificam a composicdo da bile
canalicular, controlada pela secretina. Sua funcdo priméaria € liberar fluido rico em
bicarbonato no intestino, auxiliando o bicarbonato pancreatico na neutralizacdo do conteudo
duodenal (REECE, 2006).

O figado apresenta ainda papel importante no metabolismo dos lipideos, sendo via de
excrecdo de metabolitos dos mesmos. Assim, nos quadros de obstrucdo extra-hepatica, pode-

se observar hipercolesterolemia (MEYER et al., 1995).
1.4 CALCULOS BILIARES E SUAS COMPLICACOES

Calculo, concrecdes ou litiase sdo massas esferoidais, ovdides ou facetadas, solidas,
concretas e compactas, de consisténcia argilosa a pétrea, que se formam no interior dos érgéos
ocos (bexiga, vesicula biliar), cavidades naturais (peritoneal, vaginal do testiculo), condutos
naturais (ureter, colédoco, ducto pancreatico) ou no interior de vasos. Os constituintes dos
calculos depositam-se por precipitacdes sucessivas de sais inorganicos ao redor de um nucleo
organico, formado por agregado de células descamadas, grumos bacterianos, massas de
fibrina ou de mucina, corpos estranhos, entre outros. Como resultado, os calculos apresentam
estrutura radiada ou camadas concéntricas dos elementos depositados. Como regra geral de

nomenclatura, utiliza-se um termo designativo do local de formagéo ou origem acrescido do
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sufixo litiase, para denominar a ocorréncia do fenémeno, e do sufixo lito, para denominar o
calculo. Como exemplos mais frequentes, citam-se os biliares (colelitiase e colelitos) e os
urinarios (urolitiase e urolitos) (BRASILEIRO FILHO, 2011).

Os célculos biliares ocorrem em média em 9,3% da populacdo humana (TORRES et
al. 2005) e, nos Gltimos anos, houve um aumento no diagndstico da litiase assintomatica
devido ao aprimoramento de métodos diagnosticos realizados rotineiramente em pacientes
com 0s mais variados motivos. Ao mesmo tempo, ocorreu a difusdo da colecistectomia por
via laparoscopica. Em decorréncia do aumento do nimero de colecistectomia, mesmo em
centros de referéncia, tem ocorrido maior incidéncia de lesdes iatrogénicas de vias biliares
(AHRENDT;PITT, 2001; ARCHER et al., 2001; RAWS;GOUMA 2004; SEKIDO et al.,
2004; SCHMIDT et al., 2005) e tais lesdes ocorrem em torno de 0,1% a 0,3% dos
procedimentos laparoscépicos (TORRES et al., 2005).

Os célculos de vesicula biliar e das vias biliares (colelitiase) constituem a causa mais
comum de doencas da arvore biliar. Os calculos formam-se a partir dos constituintes da bile,
com proporcdes variadas dos principais componentes como colesterol, sais de calcio (fosfatos
e carbonos) e bilirrubina (na forma de bilirrubinato de calcio). Embora a maioria dos calculos
tenha varios constituintes, os dois tipos mais importantes foram definidos de acordo com o
principal constituinte de cada tipo: calculos colesterolémicos e calculos pigmentares. Os
calculos colesterolémicos sdo formados por supersaturacdo da bile com colesterol e com
quantidades insuficientes de sais biliares para manter o colesterol em solucédo. Os calculos
pigmentares sdo precipitados por aumento na secrecdo hepatica de bilirrubina
(STEVENS;LOWE, 2002).

Nas obstrucdes das vias biliares, ocorrem alteragdes bioquimicas e morfologicas, que
modificam o funcionamento normal do figado. As principais funcdes hepaticas sdo secretar a
bile, remover moléculas de glicose no sangue e armazena-las na forma de glicogénio, como
fonte de energia; armazenar ferro e certas vitaminas em suas células; sintetizar diversas
proteinas como fatores imunoldgicos, de coagulacdo e de substéncias transportadoras de
oxigénio e gorduras; metabolizar substancias quimicas e nutrientes originados da alimentacéo;
destruir hemacias velhas ou anormais, transformando sua hemoglobina em bilirrubina (HUNT
etal., 1979).

Danos tissulares de qualquer natureza desencadeiam de imediato uma série de eventos
que resultam da ativacdo de células nervosas, estromais, vasculares e circulatorias por

estimulos fisicos ou por sinalizacdo quimica feita por estruturas das células rompidas,
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fragmentos dos elementos inertes dos tecidos (colagenos, elastinas, fibronectinas, e outros),
proteinas séricas que extravasam dos vasos rompidos e por acdo de mediadores inflamatérios
pré-formados ou neo-sintetizados (CONTRAN et al., 2001).

A presenca de calculos nas vias biliares leva a uma hipertrofia muscular e
espessamento da parede da vesicula biliar (colecistopatia obstrutiva). Os célculos retidos no
ducto cistico predispdem a inflamacdo da vesicula biliar (colecistite), que pode ser aguda ou
cronica e aqueles que se formam nos ductos biliares (coledocolitiase) predispbem as
alteracbes como ictericia obstrutiva, colangite e pancreatite aguda. Os célculos da vesicula
biliar predispdem ao desenvolvimento de carcinoma no 6rgdo (STEVENS;LOWE, 2002).

O bloqueio dos principais ductos biliares causa, mais comumente, um célculo biliar.
Outras causas incluem carcinoma hepatico, carcinoma de ampola de Vater, estenose fibrosa, e
carcinoma de vias biliares. Macroscopicamente, os ductos biliares comuns e intrahepaticos
tornam-se dilatados, um sinal fisico importante que pode ser facilmente detectado por
ultrassom. O figado apresenta-se esverdeado, corado e hipertrofico. Internamente, tornam-se
evidentes as caracteristicas de colestase extrahepatica e pode ocorrer cirrose biliar secundaria.
Uma complicacdo importante desta condicéo é o desenvolvimento de infeccdo secundaria que
produz  colangite ascendente, envolvendo o0s ductos biliares intrahepaticos
(STEVENS;LOWE, 2002).

A apresentacdo de cistos de ducto colédoco € alterada por complicacbes como
colangite aguda grave, hepatolitiase, perfuracdo espontéanea, hipertensdo portal, pancreatite e
doenca maligna das vias biliares (LAL et al., 2007).

As fibras de colageno do sistema ducto biliar sdo praticamente inelasticas, onde os
volumes s6 podem ser alterados pela reorganizacdo da rede. Os ductos apresentam diferentes
arranjos especiais de fibras causando diferentes graus de dilatacdo durante a obstrugdo, sendo
gue em casos de extrema dilatacdo pode causar ruptura deste (STEINER et al.2007,).

Existem diversas condi¢cGes que, em humanos e animais, podem desencadear a
obstrucdo biliar intra e extra-hepatica, com conseqlente colestase; dentre elas podem ser
citadas a coledocolitiase, neoplasias e outras lesdes periampulares e pancreaticas (CARREL et
al., 1990).
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1.5 BIOPSIA HEPATICA E TECNICA EM IMUNOHISTOQUIMICA

O diagnostico das doencas hepéticas depende de uma abordagem multidisciplinar,
com avaliacdo clinica, exames laboratoriais e de imagem, auxiliados pela bidpsia hepética,
que, no diagnostico de algumas doencas, é considerada 0 exame mais importante e decisivo.
A informacdo obtida pelo exame histopatoldgico do figado pode ser responsavel por uma
importante mudanca na estratégia terapéutica adotada pelo corpo clinico. A sua aplicabilidade
é maior nas condi¢des que afetam difusamente o 6rgdo. Entretanto, as lesdes focais podem ser
biopsiadas com a orientacdo de métodos de imagem, como a ultrassonografia e a tomografia
computadorizada, com bons resultados (MONTEIRO, 2009).

As vias de acesso podem ser percutanea, laparoscépica, cirirgica e transvenosa (via
veia jugular) (GELLER;PITMAN, 2002; SCHEUER;LEFKOWITCH, 2006). A via
percutanea é a mais utilizada para o estudo das doencas que envolvem difusamente o 6rgao e,
em geral, permite a obtencao de espécime satisfatorio (MONTEIRO, 2009).

Para a realizacdo da biopsia, podem ser utilizadas tanto as agulhas cortantes (Tru-cut)
como as de aspiracdo (Silverman ou Menghini). No entanto, ambas representam métodos
invasivos que requerem experiéncia para minimizar o risco de complicagdes, como
sangramento, dor e peritonite biliar que, embora raras, podem ocorrer. As agulhas cortantes
fornecem amostras menos fragmentadas e permitem uma avaliacdo mais fidedignas das lesdes
(GELLER;PITMAN, 2002).

Uma boa representatividade do parénquima € essencial para o diagnostico
histopatoldgico principalmente quando se faz a avaliagdo das hepatites crénicas (sistemas de
escores de METAVIR, da Sociedade Brasileira de Patologia, de Ishak ou de Knodel) e nas
doencas que envolvem os ductos biliares, nos quais se alternam espagos-portais preservados e
comprometidos, podendo estes dltimos ndo ser identificados em bidpsias exiguas
(GELLER;PITMAN, 2002).

As amostras de area subcapsular, particularmente nas hepatites cronicas, podem dar
uma falsa impressdao de maior gravidade das lesbes, pois tanto a fibrose como o processo
necro-inflamatdrio parecem ser mais acentuados nesta localizacdo do que na profundidade do
parénquima (SCHEUER;LEFKOWITCH, 2006).

Cabe ressaltar que, num peqgueno numero de casos, a biopsia hepéatica néo
contribuindo para um diagnostico definitivo, pois a resposta do parénguima hepatico as

diferentes agressdes é morfologicamente limitada, sendo necessario associar sempre 0S
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aspectos microscopicos encontrados as informacgdes clinico-laboratoriais e de imagem
(MONTEIRO, 2009).

Além de estabelecer o diagnostico, a bidpsia € frequentemente utilizada para avaliar a
gravidade da doenga, sendo que o grau reflete a velocidade com que a doenca esta evoluindo e
0 estagio representa 0 quanto a mesma progrediu na sua historia natural, com o estagio
terminal, a faléncia hepatica ou a morte (GELLER;PITMAN, 2002;LEFKOWITCH, 2006;
SCHEUER;LEFKOWITCH, 2006).

A técnica de imunohistoquimica utiliza-se de anticorpos especificos para auxiliar na
pesquisa de marcadores prognosticos, deteccdes de antigenos e agentes infecciosos e na
diferenciagéo de neoplasias, podendo ser utilizado com seguranca para avaliacdo de processos
patologicos através de marcadores especificos (PARDINI, 2010).

Esta técnica utiliza a especificidade de ligagdo dos anticorpos para se ligarem a
sequéncias Unicas de amino&cidos nas proteinas o que implica que constantemente surjam
novos anticorpos para partes especificas das moléculas. Sua introdugdo com marcadores
prognosticos e preditivos tem tido um enorme impacto benéfico sobre o diagndstico e
tratamento de diversas doencas. Deste modo, a imunohistoquimica tem implicacdo direta ao
nivel do diagnostico, prognostico e potencial de resposta a terapéutica. a imunohistoquimica é
a unica técnica que pode identificar um antigeno no tecido ou na sua localizacdo celular.
Assim, a definicdo de imunohistoquimica é a utilizacdo de anticorpos especificos, marcados
com reagentes adequados, para a localizacdo de constituintes teciduais (antigenos) in situ
(PATHOLOGIKA, 2014).

1.6 ALTERACOES HEPATICAS

A capacidade auto-regenerativa € um fenémeno universal nos organismos vivos. Em
organismos superiores o reparo de tecidos pode dar-se de duas formas: (1) pela regeneracéao
recompondo a atividade funcional do tecido ou (2) pela cicatrizacdo, com restabelecimento da
homeostasia do tecido e perda da sua atividade funcional devido a formacdo de cicatriz
fibrética (BALBINO et al.,2005).

As células mortas e autolisadas comportam-se como um corpo estranho e
desencadeiam uma resposta do organismo no sentido de promover a sua reabsor¢do e de
permitir reparo posterior. Dependendo do tipo de tecido, do 6rgdo acometido e da extensao da

area atingida, uma area de necrose pode seguir varios caminhos: - quando este tem a
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capacidade regenerativa, 0s restos celulares sdo reabsorvidos e fatores de crescimento s&o
liberados pelas células vizinhas e pelos leucdcitos exsudados, induzindo multiplicacdo de
células parenquimatosas; - pode haver o processo de cicatrizagdo, onde o tecido necrosado é
substituido por tecido conjuntivo cicatricial; - o encistamento ocorre quando o material
necrético ndo é absorvido por ser muito volumoso, impedindo a migracdo de leucdcitos,
ocorrendo entdo a reacdo inflamatéria com exsudacdo de fagocitos, sendo que estes se
desenvolvem apenas na periferia da lesdo, causando proliferacdo conjuntiva e formacéo de
uma capsula que encista o tecido necrosado, o qual vai sendo absorvido lentamente,
permanecendo em seu interior um material progressivamente mais liquido; - se a zona de
necrose atinge a parede de uma estrutura canalicular que se comunica com 0 meio externo, o
material necrosado € langado nessa estrutura e dai eliminado, originando uma cavidade; - a
zona de necrose pode também se calcificar, embora os niveis de célcio se elevem muito nos
tecidos mortos, pouco se sabe sobre 0os mecanismos intimos que regulam a calcificagdo nestes
locais (BRASILEIRO FILHO, 2011).

Toxinas (alcool e drogas induzidas), infeccdes (virais, bacterianas e parasitarias),
perturbacdes de vascularidade ou de excrecao biliar e tumores (primarios ou metastaticos) séo
as principais causas de doenca hepatica. A doenca resultante manifesta-se através de quatro
entidades clinicas importantes. A hepatite aguda é encontrada em doengas que causam
necrose das células hepaticas, com inflamacdo associada e a hepatite crénica ocorre quando
ha inflamacao hepatocelular continua, que pode ter muitas causas e frequentemente resulta em
fibrose. O dano intra ou extra-hepatico das vias biliares resulta em colestase. Na cirrose, que é
0 ponto terminal comum da destruicdo hepatocelular de longa duracao, por qualquer causa, 0
figado apresenta extensa fibrose associada com nddulos de células hepaticas regeneradas. O
desenvolvimento deste padrdo de resposta provoca distor¢do da arquitetura hepética e leva a
uma pressdo retrograda elevada nos vasos sanguineos portais. Essas doencas hepaticas
resultam em anormalidades das principais func6es do figado, tendo como consequéncias mais
comuns ictericia, colapso na sintese e na desintoxicacao (STEVENS;LOWE, 2002).

A ictericia resulta de anormalidades no metabolismo ou excre¢do da bile, podendo ser
causada por metabolismo deficiente de bilirrubina em varios niveis e é classificada em dois
tipos bioquimicos principais: na hiperbilirrubinemia ndo-conjugada existe excesso de
bilirrubina ndo-conjugada no sangue causadas por geracdo excessiva de bilirrubina ou
metabolismo anormal dos hepatdcitos; ja na hiperbilirrubinemia conjugada o excesso de

bilirrubina no sangue se deve comumente & obstrugdo de secre¢do biliar (STEVENS;LOWE,
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2002). Esta € o sinal clinico causado pela deposi¢do de bilirrubina na pele, nas mucosas e na
maioria dos tecidos e 6rgdos, em especial no figado e nos rins, nos quais produz coloracdo
que vai do amarelo ao negro, passando por varias tonalidades de verde (BRASILEIRO
FILHO, 2011). Além da ictericia, outros sinais clinicos sdo caracteristicos como auséncia de
bile nas fezes que, como resultado, séo claras, distdrbios na absor¢do de gorduras e, como
consequéncia, ma absorcdo de vitamina K, prurido por acimulo de sais biliares. A urina
contém bilirrubina, uma vez que esta é hidrossolivel e pode ser excretada
(STEVENS;LOWE, 2002).

Colestase caracteriza-se por hiperbilirrubinemia conjugada e um aumento significante
nos niveis séricos de fosfatase alcalina, uma enzima normalmente localizada nas membranas
celulares dos canaliculos biliares, existindo dois grupos reconhecidos: - a colestase intra-
hepatica causada por doencas que afetam a secrecao hepética da bile, seja por anormalidades
dos hepatdcitos ou dos canaliculos biliares, seja por doenga intrahepatica dos ductos biliares; -
colestase extrahepatica é causada pelo bloqueio dos principais ductos biliares fora do figado.
Como muitas das condicOes responsaveis por este quadro sdo passiveis de intervencao
cirirgica, este tipo de problema algumas vezes € referido como ictericia cirurgica
(STEVENS;LOWE, 2002).

1.6.1 Colageno e Fibrose

O colageno é encontrado em todos os tecidos conjuntivos, tais como derme, 0ssos,
tenddes e ligamentos, e prevé também a integridade estrutural de todos os 6rgaos internos. Ha
cerca de 20 tipos diferentes de colagéno encontrados no corpo. Cada um destes € codificado
por um gene especifico, sendo a forma predominante o colageno tipo |. Esta forma fibrilar de
colageno representa mais de 90 por cento do colageno total e é composta por trés cadeias de
proteinas muito longos. Cada cadeia de proteina é referida como uma cadeia "alfa". Duas das
cadeias alfa sdo idénticos e sdo denominados alfa-1 da cadeia, ao passo que a terceira corrente
é ligeiramente diferente e é chamado de alfa-2. As trés correntes sdo enrolados em torno um
do outro para formar uma estrutura helicoidal tripla de colagénio chamado um monémero.
Esta configuragdo confere uma grande resisténcia para a proteina (DIELGEMANN, 2001).

Basicamente todos os colagénos apresentam esta estrutura molecular em hélice tripla,
tal como descrito acima. No entanto, os varios outros tipos de colagenos podem apresentar

diferentes composicfes de aminoacidos e fornecer outras funcbes especificas em nossos
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corpos. [JO colagéno do tipo Il é encontrado também na pele, bem como em vasos
sanguineos e orgdos internos. No adulto, a pele contém cerca de 80 por cento do tipo | e 20
por cento de colagéno do tipo I1l. Em recém-nascidos, o contetdo do tipo I11 é maior do que a
encontrada no adulto. Acredita-se-se que a natureza eléstica da pele do recém-nascido, bem
como a flexibilidade de vasos sanguineos é devido, em parte, a presenca de colagéno do tipo
I1l. Durante o periodo inicial de cicatrizacdo de feridas, hd um aumento da expressdo de
colagéno do tipo 111 (DIELGEMANN, 2001).

Fibroses sdo caracterizadas por aumento do estroma conjuntivo de um Orgéao
decorrente da cicatrizacdo normal ou exagerada ou de um processo reacional em que a
producdo de matriz extracelular ndo esta relacionada com o processo reparativo. Quando a
fibrose representa este fendmeno de forma exagerada ou processo reacional, encontram-se
alteracdes qualitativas e quantitativas nos tipos de proteinas da matriz extracelular em relagéo
as normalmente existentes. Em consequéncia das modificagfes na arquitetura do 6rgéo e das
alteracdes nas funcbes das células parenquimatosas pela fibrose, podem surgir transtornos
funcionais importantes nos locais acometidos (BRASILEIRO FILHO, 2011).

O figado cirrotico € caracterizado pela deformacdo nodular do parénquima, fibrose e
hiperplasia de ductos biliares. A cirrose € um processo difuso de fibrose e conversdo da
arquitetura normal do figado em lébulos estruturalmente anormais (CARLTON;MCGAVIN,
1998; STALKER;HAYES, 2007).

A cirrose é caracterizada pela fibrose progressiva e reorganizacdo da microarquitetura
vascular, onde os colagenos tipo | e Il sdo depositados em varias partes do parénquima
hepatico, criando faixas de colageno subendotelial que dividem o parénquima, e a fibrose do
trato portal cria largas pontes portal-portal, onde os miofibroblastos pré existentes nos tratos
portais sdo a principal fonte de fibrose. As células de Ito podem ser fonte de excesso de
coladgeno que, quando lesionadas, transformam-se em células semelhantes a miofibroblastos
que podem ser induzidas por citocinas pré-inflamatorias, citocinas liberadas por células
enddgenas, destruicdo da matriz extracelular normal e estimulacdo direta das células de Ito
por toxinas ou miofibroblastos do trato portal (WANDERSON, 2009). A patogénese da
fibrose septal parece envolver, além de fibroblastos, miofibroblastos provavelmente derivado
do sistema de células de Ito. Os miofibroblastos parecem seguir de perto ductulos
proliferando que, portanto, tém um papel fundamental na remodelagéo do tecido hepéatico. Ha
considerdveis semelhancas estruturais entre a atrofia do figado ocasionada pela obstrucéo das

vias biliares, da veia portal e o desenvolvimento da cirrose biliar secundaria. Em ambas as
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situacOes a nodulacgdo parcial segue a mudancga, mas com preservacao das relac6es vasculares.
Além disso, ambas as alteracdes sdo parcialmente reversiveis nos estagios iniciais da doenca e
irreversiveis em estagios de atrofia e cirrose biliar secundaria, consideradas, portanto,
alteracOes graves com dindmica semelhante, envolvendo parte do figado, no primeiro caso e
de todo o 6rgdo, no segundo, dependendo do nivel de obstrucdo (ZIMMERMANN, 1997).

O colageno tipo | e 111 sdo encontrados normalmente nos tratos portais e em torno das
veias centro lobulares, com feixes ocasionais nos espagos de Disse associados ao filamentos
de reticulina (colageno tipo 1V) (WANDERSON, 2009).

Este processo € uma complexa interacdo entre a fibrose e a regeneracdo dos
hepatécitos modificados por lesdo do parénquima e em curso de inflamacdo. A lesdo dos
hepatocitos é complicada pelo desenvolvimento da fibrose e tem papel importante na
evolucdo da doenca. Quando localizada préximo as veias centro lobulares ou ao espago porta
interfere na normalidade hemodinamica, podendo resultar em hipertensao portal e diminuigéo
da area do parénquima hepéatico (BARNETT; APPELMAN; MOSELEY, 1992).

Além disso, o acumulo de colageno no espaco de Disse dificulta o trafego metabolico
normal entre sangue e hepatocitos, prejudicando a liberacdo de macromoléculas em
circulacéo, resultando em disfuncéo celular (ORREGO et al., 1987).

Os septos de colageno podem apresentar infiltrado inflamatorio e estruturas biliares
em numero variado. Em casos de cirrose bem estabelecida, o colageno envolve os nodulos
completamente, mas, no entanto, ha casos de septo incompleto com envolvimento parcial dos
nodulos (BARNETT; APPELMAN; MOSELEY, 1992). Os nédulos formados durante a
cirosse ndo apresentam veia centro lobular e as demais estruturas vasculares nao apresentam
histologia normal, estando dispostos de forma irregular (TAKAHASHI, 1978).

A divisdo macroscopica classica da cirrose em micro e macronodular pode néo ser
compativel com o padrdo histologico apresentado e nem se associa diretamente a sua
etiologia, devendo ser classificada de acordo com a septacdo dominante para obtencdo de

indicadores mais precisos (ILDA et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo Visokai et al., (2007), a litiase intra-hepatica tem como sinais mais comuns:
ictericia, colangite, obstrucdo, abscesso hepatico e cirrose biliar secundaria, sendo de baixa
incidéncia em paises de elevado indice sécio-econémico, principalmente como etiologia
secundaria, sendo, muitas vezes, o tratamento cirirgico a Unica alternativa. Dessa forma,
estudar novas técnicas de reconstrucdo das vias biliares seria de grande importancia no
tratamento das doencas dos tratos biliares.

Assim, no sentido de procurar uma reconstrucdo mais anatdmica e fisiolégica para as
lesBes extensas de via biliar, foi proposto um estudo em suinos da reconstrucao da via biliar
com a interposicdo de um “tubo” de segmento de intestino delgado, a semelhanca do que
Monti prop0s para drenagem continente de neobexiga (MONTI;CARVALHO, 2000; MONTI
et al., 1997), na tentativa de restaurar a via biliar com segmento curto de intestino delgado de
calibre proporcional ao do hepatocolédoco e minimizar a obstrucdo provocada pelas pregas
circulares do segmento de jejuno. Por ser uma técnica ja utilizada em humanos para drenagem
de urina e reconstrucéo de ureter, acredita-se que esta seja capaz de restabelecer o fluxo biliar.

Esta tecnica foi realizada entre o ducto colédoco dilatado e o duodeno, feitos com
sutura manual, sendo a utilizacdo da cirurgia laparoscopica em suinos tecnicamente viavel,
além de fornecer um modelo animal util para o estudo da obstrugdo subaguda e cronica do
ducto biliar comum e dilatacdo da arvore biliar para a formacéo intervencionista percutanea e
efeitos de investigacdo (QIAN et al., 1999, DANEZE et al., 2011).
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3 HIPOTESE

A técnica de interposicdo do tubo de Monti seja eficaz para restabelecer o fluxo biliar,
diminuindo os processos patolégicos no figado encontrados durante o periodo de obstrucéo.

Tese de Doutorado Aline Gomes de Campos



34

Objetivos

Tese de Doutorado

Aline Gomes de Campos



© 00 N oo o1 B~ W DN P

I N N S T T o o e
O © o ~N o O b~ W N P O

35

Objetivos

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar através da utilizacdo de métodos imunohistoquimicos e morfométricos
a efetividade da interposi¢ao do tubo de “Monti” (1997) na derivagdo bileo-digestiva através
da avaliacdo dos processos patologicos encontrados em bidpsias hepaticas de suinos (Sus

scrofa) com reconstrucao das vias biliares.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar, identificar e quantificar, atraves da técnica de imunohistoquimica, o
colageno do tipo I;
2 Awvaliar, identificar e quantificar, através da técnica de imunohistoquimica o
colageno tipo IlI;
3 Avaliar, identificar e quantificar, através da técnica de imunohistoquimica a
proliferacdo de ductos nas bidpsias hepaticas no momento pré e pds obstrucao biliar e
apos derivacao bileo-digestiva por meio da interposi¢éo do tubo de Monti;
4 Avaliar a presenca de outros processos patoldgicos como degeneracdo
hidropica, esteatose, dilatacdo e presenca de infiltrado inflamatério dos sinusoides e

hepatocito reacional.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DA REALIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo experimental foi realizado na Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM/Uberaba/MG), nos Departamentos de Cirurgia e Patologia Geral e no
Departamento de Cirurgia e Patologia do Hospital Veterinario da Faculdade Dr. Francisco
Maeda (FAFRAM/Ituverava/SP).

5.2. CONCEITOS ETICOS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade Dr.
Francisco Maeda, sendo aprovado sob protocolo de n° 19/2008.

5.3 CASUISTICA E DOCUMENTACAO

Neste estudo experimental, foram utilizados sete suinos (Sus scrofa), machos e
fémeas, da raca Landrace, com 36 dias de idade, originarios de mesma matriz, sendo,
portanto, de mesma caracteristica genética. Os animais foram submetidos a ligadura da via
biliar principal por video-laparoscopia e posterior derivacdo bileo-digestiva, por meio de
laparotomia, com confec¢édo de tubo jejunal simples.

Os procedimentos realizados foram registrados por meio de camera fotografica digital
Sony Cyber Shot 5.0 megapixel como método de documentacao visual que veio a ser anexada

ao prontuario de cada animal e através das anotagdes nos prontuarios dos mesmos.

5.4 MANEJO DOS ANIMAIS

Os animais, acompanhados desde o nascimento, foram identificados através da
utilizacdo de brincos plasticos na orelha esquerda, vacinados contra Mycoplasma (Suvaxyn
Respifenid MH Bacterina contra Mycoplasma hyopneumoniae -Fort Dodge) e contra Rinite
(Suvaxyn Rinite e 3 Bacterina contra rinite atréfica, pasteurelose e erisipela suina — Fort
Dodge), suplementados com Ferro dextrano (Iml) no 2° dia de vida, como tratamento
preventivo de anemia e mantidos por 7 dias somente com aleitamento materno, sendo

acrescentado apds o sétimo dia, além do aleitamento, racdo formulada pré-leitdo (40% de
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farelo de milho, 20% de farelo de soja e 40% de nlcleo 4.000) ad libitum. Apds 30 dias de
vida, os animais foram desmamados e alimentados apenas com racdo formulada pré-leitdo,
sendo que apds 60 dias de idade os animais receberam racdo formulada inicial (62% de farelo
de milho, 30% de farelo de soja, 5% de nucleo 500 e 3% de carboidratos).

Os parametros como ganho de peso (GP), coloracdo de pele, palpacdo abdominal,
freqUiéncia cardiaca (fc), frequéncia respiratéria (fr), temperatura (T), coloracdo de mucosas
oral e conjuntival e esclera, urina e fezes e mucosas foram analisados 2 vezes por semana para

avaliacdo clinica destes animais.

5.5 PRE-OPERATORIO - SEDACAO, TRICOTOMIA E HIGIENIZAGAO DOS ANIMAIS

O procedimento pré-operatorio foi comum aos procedimentos cirargicos |
(videolaparoscopia) e 11 (laparotomia) e a eutanasia e necropsia.

Nas 12 horas antecedentes ao procedimento cirurgico, os animais foram mantidos em
jejum de solido e liquido e receberam banho de ducha fria para limpeza corporal.

Os animais foram sedados com acepromazina a 1% (0,2ml/kg) e submetidos a

tricotomia da regido abdominal ventral.

5.6 PROCEDIMENTO ANESTESICO E ANTISSEPSIA

Apos 10 minutos de sedacdo, procedeu-se ao cateterismo da veia safena medial, com
infusdo de solucdo glicofisioldgica e cada animal recebeu, por via endovenosa, a anestesia
dissociativa tiletamina (anestésico) /zolazepam (tranquilizante) na dose de 0,20 ml/kg/EV,
associado ao fentanil (0,2ml/kg por via endovenosa), além de 0,5ml de sulfato de atropina.
Durante o procedimento cirurgico, monitorando-se sinais vitais, temperatura, reflexo
palpebral, faringeo e das secrecdes salivares e brénquicas. A manutencdo anestésica deu-se
com doses de 1/3 a 1/2 da dose original do anestésico. Ap6s o término dos procedimentos

cirargicos os animais foram acompanhados até sua completa recuperagdo anestésica.
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5.7 PROCEDIMENTO LAPAROSCOPICO DE OBSTRUGCAO ATRAVES DA LIGADURA
DA VIA BILIAR (PROCEDIMENTO CIRURGICO 1)

Findado o procedimento anestésico e antissepsia, foi colocado o campo cirdrgico e
realizada uma incisdo de 1 cm cranial a cicatriz umbilical na linha Alba por meio da qual
iniciou-se pneumoperitbneo com agulha de Verres, ajustando a pressdo intracavitaria para
7mmHg. Em seguida, foram posicionados 4 trocaters — sendo 1 trocater de 10mm acima do
umbigo, 1 trocater de 5mm no hipocondrio direito e 1 trocater de 10mm no hipocondrio
esquerdo e 1 trocater de 5mm no flanco direito (Figura 5).

Figura 5 - Posicdo dos trocaters durante o procedimento de videolaparoscopia em
suinos para obstrucdo induzida das vias biliares.

onte: Do autor,

Realizou-se a formacdo do pneumoperitdneo e, em seguida, a avaliacdo laparoscopica
da cavidade abdominal bem como bidpsias hepaticas dos lobos laterais direito e esquerdo e
mediais direito e esquerdo, sendo uma metade de cada biopsia fixado em solucdo de
formaldeido a 3,7% e a outra metade em alcool 70% para estudos futuros. Coletou-se, ainda,
bile através de puncdo da vesicula biliar para cultura.

Posteriormente, dissecaram-se as estruturas perihilares e foi realizada a ligadura
laparoscépica do ducto colédoco, utilizando clip metdlico com o intuito de produzir uma
ictericia obstrutiva total (Figura 6). Apds o procedimento de ligadura, revisou-se a hemostasia
e desfeito o pneumoperitbneo com fechamento dos orificios da parede abdominal com fio de

algoddo 2-0 bem como da pele com mononylon 3-0.
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Figura 6 - Ligadura da via biliar com clip metalico no ducto colédoco em suinos.
Visualiza-se a utilizacdo de clip metélico (seta) para obstrucdo do fluxo biliar.

Fonte: Do autor, 2008

5.8 LAPAROTOMIA PARA DERIVACAO BILEO DIGESTIVA (PROCEDIMENTO
CIRURGICO I1)

Decorridos 7 dias do procedimento de ligadura das vias biliares, apds realizacdo de
protocolo anestésico e de antissepsia, realizou-se laparotomia mediana xifo umbilical com
avaliacdo da cavidade abdominal, colecistectomia, coleta de biopsia hepéatica dos lobos
laterais e mediais direito e esquerdo para analise anatomopatoldgica e de bile para cultura.
Para reconstrucdo da via biliar utilizou-se segmento de 5 cm do jejuno retirado cerca de 20 cm
abaixo do angulo de Treitz (Figura 7). O transito alimentar foi reconstruido com anastomose
jejuno-jejunal em plano Unico com algodao 3-0 (Figura 8).

O segmento de jejuno foi aberto longitudinalmente na borda antimesentérica (Figura
9), conforme descrito por Monti (1997), e foi confeccionado o tubo jejunal por meio de sutura
continua com fio de polidioxanona (PDS) 4-0 (Figura 10). Realizou-se a anastomose do ducto
hepéatico com a borda proximal do tubo jejunal em plano Unico com pontos separados de PDS

4-0, e a borda distal anastomosada ao duodeno utilizando-se a mesma técnica (Figura 11).

Tese de Doutorado Aline Gomes de Campos



© 00 N O Ok~ wWwhN P

e e N o e =
o M W N B O

N
~N o

NNDN P
NP~ O OO

W W W W N N N DD NN NN
w N PO © 00 N O O M W

w w
(G2 NN

41

Material e Métodos

Figura 7 - Escolha do segmento jejunal (seta) durante a cirurgia de laparotomia para
construcdo do tubo de Monti e reconstrucdo das vias biliares, apds obstrucdo do ducto
colédoco em suinos.

onte. DO autor, O

Figura 8 - Anastomose jejuno-jejunal (seta branca) e segmento de jejuno para
confeccdo do tubo de Monti (circulo) durante a cirurgia de laparotomia para
reconstrucado das vias biliares, apos obstrucdo do ducto colédoco em suinos.

Fonte: Do autor, 2008.
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Figura 9 - Abertura do segmento jejunal (seta) longitudinalmente na borda anti
mesentérica para construcdo do tubo de Monti que foi utilizado na reconstrucdo das
vias biliares, ap6s obstrugdo do ducto colédoco em suinos.

n

s

Fonte: Do autor, 2008

Figura 10 - Confeccdo do tubo de Monti (seta) para e reconstrucao das vias biliares,

apos obstrucdo do ducto colédoco em suinos.

Fonte: Do autor, 2008
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Figura 11 - Aspecto final das anastomoses jejuno jejunal (setas) apos a reconstrugdo
das vias blllares pela tecnlca de mterposu;ao de Monti em sumos

Fonte: Do autor, 2008

5.9 POS-OPERATORIO

Apols os procedimentos cirurgicos ja descritos, como cuidados pds-operatorios, 0S
animais receberam, por via intramuscular ou endovenosa, antibioticoterapia (enrofloxacina
1ml/10kg/SC), antinflamatorio ndo esteroidal e permaneceram sob a avaliacdo dos
parametros como ganho de peso (GP), palpacdo abdominal, frequéncia cardiaca (fc),
frequéncia respiratéria (fr), temperatura (T), coloracdo de mucosas, urina e fezes e curativo
das incis@es cirurgicas, diariamente durante 10 dias.

Antecedendo os procedimentos cirdrgicos e de necropsia, para confirmacdo da
ictericia obstrutiva, realizou-se exames bioquimicos de dosagem de gama-
glutamiltransferase (5-GT) e bilirrubina direta, indireta e total. e ultrassonograficos com a
mensuracdo do didmetro do ducto colédoco antes e apOs o procedimento de obstrucéo

biliar e apds a reconstrugdo do ducto colédoco com a técnica de Monti.
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5.10 EUTANASIA E NECROPSIA

Decorridos 45 dias apds a derivacdo bileo digestiva, 0os animais foram submetidos a
eutandsia e necropsia, sendo coletados fragmentos de todos os 6rgdos para a avaliagdo
histopatoldgica e para arquivo, em formol a 3,7% e em &lcool a 70%.

Os animais que vieram a Obito antes de decorridos os 45 dias também foram
necropsiados e os fragmentos de tecido hepatico coletados.

5.11 PREPARO DOS FRAGMENTOS PARA IMUNOHISTOQUIMICA

Os fragmentos coletados foram colocados em formaldeido a 3,7% e durante seu
processamento foram submetidos a desidratacdo gradativa, na qual o material foi retirado do
fixador e colocado em uma bateria de alcoois que variaram de 70% a absoluto,
permanecendo, no minimo, 2 horas em cada concentracdo. Em seguida, foram colocados em
uma solucdo 1:1 de alcool absoluto e xilol e, posteriormente, em solucédo de xilol puro, no
qual permaneceram por, pelo menos, 2 horas.

Dessa forma, o material ja diafanizado foi submetido a infiltragdo, um processo no
qual os cortes foram colocados em parafina liquida (temperatura de 60°C) por um periodo 60
minutos, tendo sido realizada uma troca da parafina na metade do periodo. Logo apos a
infiltracdo, o material foi incluido em moldes metalicos contendo parafina liquida,
procedimento realizado a temperatura ambiente, atentando-se para a identificacdo dos
mesmos. Decorrida a solidificacdo da parafina, os blocos contendo os fragmentos foram
submetidos a microtomia, sendo obtidos cortes de, aproximadamente, 5 micrdmetros de
espessura. Estes cortes foram colocados em banho-maria (em torno de 45°C), o que
proporcionou a sua distensao, evitando dobras nos mesmos. Na sequéncia, estes cortes foram
capturados, cada qual com uma lamina que previamente recebeu um esfregaco com substancia
adesiva (silano) e, por fim, arquivados para avaliacdo imunohistoquimica.

As laminas preparadas para este estudo receberam identificacdo diferente da utilizada
para 0s animais a fim de prevenir viés de tendéncia. Avaliaram-se todas as bidpsias realizadas
no Lobo Lateral Esquerdo em trés momentos: antes da obstrucdo do ducto colédoco
(videolaparoscopia), sete dias ap0s a obstrucéo (laparotomia) e apds a derivacao bileo-jejunal

(eutandsia e/ou necropsia), contabilizando um total de 63 laminas.
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5.12 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA E MORFOMETRICA

A analise imunohistoquimica e morfométrica foi realizada no Departamento de
Patologia Geral da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, onde realiaram-se 0s
procedimentos de avaliacdo e preparacao das laminas.

5.13 METODOS IMUNOHISTOQUIMICOS

5.13.1 Imunohistoquimica para colageno |

Os cortes de 5 pm foram fixados nas l&minas com silano, posteriormente
desparafinizados em xilol por 20 minutos, hidratados em alcoois decrescentes até agua
destilada. No processo de recuperacdo antigénica utilizou-se as laminas mergulhadas em
tampao Citrato pH 6,0 por vinte minutos em panela de Pascal, a 97°C e depois foram
resfriados em temperatura ambiente. A lavagem das laminas foi realizada com tampéo PBS
0,05M + Triton® X — 100 0,05%. Realizou-se o bloqueio da peroxidase com solucdo de agua
oxigenada a 3% (H,0;) por 15 minutos e, posteriormente, 0 bloqueador de proteinas por 10
minutos.

O anticorpo anti colageno | (Abcam ab90395, EUA) foi colocado na concentragdo de
1/50 (diluidos em solucdo de BSA 1%) sobre as laminas por um periodo de 2 horas. O
material foi lavado novamente e incubado com o anticorpo p6s primario (Novolink — Leica)
por cerca de trinta minutos. Realizou-se novamente a lavagem com PBS + Triton e, entdo,
adicionou-se o polimero (Novolink — Leica) que permaneceu sobre os cortes por trinta
minutos. Apos esta fase, o material foi incubado com o substrato da peroxidase (DAB), a
temperatura ambiente e, passado, aproximadamente, trés minutos, a revelacdo, as laminas
foram colocadas em &gua destilada, contra coradas com hematoxilina e montadas em entelan.

Como controle positivo, utilizou-se tecido epitelial de suino e como controle negativo,

0 mesmo corte sem aplicacdo do anticorpo primario.

5.13.2 Imunohistoquimica para colageno Il

Os cortes de 4 a 5 um foram fixados nas laminas com silano, posteriormente

desparafinizados em xilol por 20 minutos, hidratados em dalcoois decrescentes até agua
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destilada. No processo de recuperagdo antigénica utilizou-se as laminas mergulhadas em
tampdo Citrato pH 6,0 por vinte minutos em panela de Pascal, a 97°C e depois foram
resfriados em temperatura ambiente. A lavagem das laminas foi realizada com tampéo PBS
0,05M + Triton® X — 100 0,05%. Realizou-se o bloqueio da peroxidase com solucéo de agua
oxigenada a 5% (H,O;) por 90 minutos e, posteriormente, o bloqueador de proteinas por 40
minutos.

Os anticorpo anti colageno 111 (Abcam ab7778, USA) foi colocado na concentragédo de
1/100 (diluidos em solucdo de BSA 1%) sobre as laminas por um periodo de 2 horas. O
material foi lavado novamente e incubado com o anticorpo pos primario (Novolink — Leica)
por cerca de trinta minutos. Realizou-se novamente a lavagem com PBS + Triton e, entéo,
adicionou-se o polimero (Novolink — Leica) que permaneceu sobre os cortes por trinta
minutos (Figura 12). Apos esta fase, o material foi incubado com o substrato da peroxidase
(DAB), a temperatura ambiente e, passado, aproximadamente, um minuto, a revelagdo, as
laminas foram colocadas em agua destilada, contra coradas com hematoxilina e montadas em
entelan.

Como controle positivo, utilizou-se figado humano com cirrose e como controle

negativo, 0 mesmo corte sem aplicacdo do anticorpo primario.

5.13.3 Imunohistoquimica para quantificacdo de ductos

Os cortes de 4 a 5 um foram fixados nas laminas com silano, posteriormente
desparafinizados em xilol por 20 minutos, hidratados em alcoois decrescentes até agua
destilada. No processo de recuperacdo antigénica utilizou-se as laminas mergulhadas em
tampao Citrato pH 6,0 por vinte minutos em panela de Pascal, a 97°C e depois foram
resfriados em temperatura ambiente. A lavagem das laminas foi realizada com tampéo PBS
0,05M + Triton® X — 100, 0,05%. Realizou-se o bloqueio da peroxidase com solucdo de agua
oxigenada a 5% (H»0;) por 90 minutos e, posteriormente, o bloqueador de proteinas por 40
minutos.

O anticorpo anti citoqueratina 7 (ck7) (Dako M7018, EUA) foi colocado na
concentracdo de 1/50 (diluidos em solucdo de BSA 1%) sobre as ld&minas por um periodo de 2
horas. O material foi lavado novamente e incubado com o anticorpo pés primario (Novolink —
Leica) por cerca de trinta minutos. Realizou-se novamente a lavagem com PBS + Triton e,

entdo, adicionou-se o polimero (Novolink — Leica) que permaneceu sobre 0s cortes por trinta
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minutos. Apos esta fase, o material foi incubado com o substrato da peroxidase (DAB), a
temperatura ambiente e, passado, aproximadamente, um minuto, & revelacdo, as laminas
foram colocadas em agua destilada, contra coradas com hematoxilina e montadas em entelan.

Como controle positivo, utilizou-se figado humano com cirrose e como controle
negativo, 0 mesmo corte sem aplicagdo do anticorpo primario.

Figura 12 - Imagem fotografica da realizagdo dos protocolos de imunohistoquimica
para colageno | e Il e citoqueratina 7 em bidpsias hepaticas de lobo lateral esquerdo
durante pré e poOs obstrucdo e apds reconstrucdo das vias biliares através da
interposicao do tubo de Monti em suinos.

L

|

|
LR o Bl LI

Fonte: Do autor, 2014.

5.14 ANALISE MORFOMETRICA

Para as analises morfométricas das quantidades de cada um dos marcadores avaliados
e dos receptores, utilizou-se o programa Leica Microsystem®.

A morfometria foi realizada nas biopsias do periodo pré obstrucdo, pds obstrucao e
apos reconstrucdo das vias biliares utilizando interposi¢do do tubo de Monti de cada animal
(Figura 13).

5.14.1 Quantificacdo de colageno I e 111

As laminas marcadas pelos anticorpos anti colageno | e Ill, separadamente, foram

submetidas a morfometria com captura de 10 campos aleatérios, calculados através de média
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acumulada em cada fragmento, com ou sem marcacao do anticorpo para quantificacdo da area
contendo colagenos | e 111.

O campo a ser quantificado era capturado por meio de uma cémera acoplada ao
microscopio e ao computador para digitalizacdo da imagem com um aumento de 100x.

As areas com marcagdo do anticorpo realizado pela imunohistoquimica era marcada
pelo observador e obtinha-se o percentual da &rea do campo a ser quantificado. A
porcentagem da area marcada pelo anticorpo foi medida e calculada a média para analise
estatistica.

Figura 13 - Imagem microscopica de corte histolégico de figado com
imunoshitoquimica para marcacdo de colageno Il (ab7778), onde realizou-se a
morfometria da area marcada pelo anticorpo no periodo pré e pos obstrucdo e apés
reconstrucdo das vias biliares em suinos. Aumento 100x. Anti colageno I11.
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Fonte: Do autor, 2014

5.14.2 Quantificacao de ductos

As laminas marcadas pelo anticorpo anti citoqueratina 7 (ck7), foram submetidas a
morfometria com captura de 10 campos aleatérios em cada fragmento, com marcacdo do
anticorpo para quantificacdo do nimero de ductos em regido de espaco porta. Realizou-se a
contagem da quantidade de ductos presentes em cada campo em bidpsias do periodo pré
obstrucdo, po6s obstrucdo e derivacdo bileo digestiva de cada animal, utilizando um aumento
de 100x (Figura 14).
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Figura 14 - Imagem microscopica de corte histolégico de figado com
imunoshitoquimica para marcacdo de ductos biliares (ck7), onde realizou-se a
contagem do nimero de ductos no periodo pré e pds obstrucdo e apds reconstrugdo das
vias biliares em suinos. Aumento 100x. Anti citoqueratina 7.

Fonte: Do autor, 2014.

5.15 ANALISE DA GRADE DE PONTOS

Os processos patoldgicos como degeneracao hidrdpica, esteatose, dilatacéo e presenca
de células inflamatorias em sinusoides e hepatdcitos reacionais foram avaliados nos cortes
corados com Hematoxilina Eosina (HE) no aumento de 400x.

Selecionou-se aleatoriamente 10 campos que foram avaliados com uma ocular
apresentando uma grade com 25 pontos. Em cada campo foi contabilizado o ndmero de
pontos que coincidiam com a lesdo avaliada e o ponto presente na grade. Do namero total de

pontos coincidentes com a lesdo foi calculada a porcentagem de cada lesao.
5.16 ANALISE ESTATISTICA

As médias das variaveis dos trés grupos (pré-obstrucdo, pos obstrucao e reconstrucdo
das vias biliares) foram avaliadas pela analise de variancia paramétrica e, quando detectadas
diferencas significativas entre os grupos, as médias foram comparadas pelo teste Anova e
Tukey, a 5% de probabilidade.

Os dados foram verificados quanto a normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e
homocedasticidade das variancias (Bartlett).

Ainda, para complementar a interpretacdo dos resultados, os dados também foram

analisados pela estatistica multivariada, por meio de analise de agrupamento hierarquico,
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visando classificar os grupos pela maximizacdo da homogeneidade dentro de grupos e
maximizacdo da heterogeneidade entre os grupos, em termos das caracteristicas (variaveis)
analisadas. Para o processamento da andlise de agrupamento hierdrquico, utilizou-se a
“medida de dissimilaridade euclidiana como o coeficiente de semelhanca”. O método de
agrupamento aplicado para identificar a similaridade entre grupos foi o de Ward.

O resultado foi apresentado de forma gréfica (dendograma) para a identificacdo dos
agrupamentos.

Todas as andlises estatisticas foram efetuadas no programa Statistica versdo 7.0
(Statsoft 2004).

5.17 FORMATACAO

Este trabalho segue as normas do Manual para elaboracéo de trabalhos académicos
baseado nas normas de documentacdo da ABNT presente na Biblioteca Central da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).
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6 RESULTADOS

Apos 3 dias do procedimento de obstrucdo das vias biliares, os animais apresentaram
como sinais clinicos mais frequentes pele e mucosas amareladas em niveis de discretos a
acentuados, urina com coloracdo fortemente amarelada, fezes com tom castanho mais claro
que o observado antes da ligadura, bem como hepatomegalia a palpacéo.

Além dos sinais clinicos evidentes de ictericia apresentaram altera¢cdes bioquimicas
significativas de obstrucdo biliar como aumento dos niveis de bilirrubina e suas fragdes,
gama-glutamiltransferase (GGT) (Tabela 1).

A avaliacdo ultrassonografica confirmou durante o periodo pré obstrucéo a dilatacdo

do ducto colédoco (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores das analises estatisticas referentes aos parametros bioquimicos e
ultrassonograficos durante o periodo de pré e pds obstrugdo em suinos com
reconstrucdo das vias biliares através da interposicédo do tubo de Monti.

Parametros avaliados Pré obstrucéo Pos obstrucéo Valor de
P

Diametro ducto colédoco 3,250 2,500 11,000 +6,683 0,069

GamaGT 10-60 (Ul/L)* 38,167 +14,552 113,500 47,970 0,028

Bilirrubina Direta 0,0500 +0,0548 1,233 +0,954 0,027
(0-0,3mg/dL)*

Bilirrubina Indireta 0,150 £0,0837 1,167 £0,997 0,050
(0-0,3 mg/dL)*

Bilirrubina Total 0,200 £0,126 2,400 £1,919 0,035

(0-0,6 mg/dL)*
* Valores de Referéncia - Meyer;Coles,1995

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Durante o periodo de reconstrucao das vias biliares, quatro animais evoluiram a ébito
antes do periodo de 45 dias para realizacdo da eutanasia. A causa mortis estava relacionada a
um quadro de coleperitdnio (extravasamento de bile para a cavidade abdominal devido a
coleta de bile durante o procedimento cirurgico), ndo havendo complicacdes decorrentes da
técnica cirargica. Neste caso, o tempo de avaliacdo dos processos patolégicos foi menor em
alguns animais.

A avaliacdo clinica (peso, temperatura, frequéncias cardiaca e respiratéria) se
encontrou dentro dos parametros normais. A cultura da bile ndo evidenciou a contaminagéo

por nenhum microrganismo nas amostras avaliadas.
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6.1 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA
6.1.1 Quantificacdo imunohistoquimica para colageno | e I11

O anticorpo colageno | ndo apresentou areas possiveis de marcacdo envolvendo os
lobos hepéticos, marcando apenas regifes de vasos sanguineos e espaco porta, nao
interferindo na histologia normal do tecido em nenhum dos momentos avaliados (pré, pds
obstrucéo e reconstrucédo das vias biliares) (Figura 15).

Figura 15 - Imagem microscépica de imunohistoquimica para colageno | de biopsia
hepatica de lobo lateral esquerdo de suinos. A: regido interlobular sem marcagdo do
anticorpo. B: Visualiza-se marcacdo do anticorpo apenas em regido de vasos
sanguineos, ndo ocorrendo marcacdo em formacdo de nddulos (cirrose hepatica). Anti
colageno I. 100x.

Fonte: Do autor, 2014.

A éarea de colageno Il no periodo de pré obstrucdo apresentou média de 6,85%, no
periodo pds obstrucao, esta média aumentou para 12,17% e no periodo apds reconstrucdo das
vias biliares essa média foi menor (11,70%) que no periodo pos e maior que no periodo pré
obstrucdo. Desta forma, a quantidade de colageno aumentou apés a obstrucéo das vias biliares
e teve uma diminuicdo ap0Os a reconstrucdo das mesmas (Figura 16 e 17), com diferenca
significativa quando comparado os momentos pré e pos obstrucdo (p= 0,012) e pré obstrugéo
e reconstrugdo das vias biliares. Quando comparamos o momento pds obstrucdo e

reconstrucdo das vias biliares ndo houve diferenca significativa (Tabela 2).
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Figura 16 —Médias e desvio padrdo da area de colageno 11l em bidpsias hepaticas de
lobo lateral esquerdo durante pré e pos obstrucédo e apds reconstrucdo das vias biliares
através da interposicao do tubo de Monti em suinos.

Area de colageno Ill - %

Pré obstrucéo Pds obstrucédo Reconstrucéo das vias biliares

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Figura 17- Imagem microscépica de imunohistoquimica para colageno 111 de bidpsia
hepética de lobo lateral esquerdo de suinos. A sequéncia de figuras corresponde a
bidpsias do mesmo animal durante os trés periodos. A, B, e C: regido de espaco porta.
D, E, e F: regido de divisdo dos I6bulos hepético. A e D: periodo pré com quantidade
de fibras coldgenas menor em relacdo aos demais periodos. B e E: periodo pds
obstrucdo com aumento da area de colageno e formacdo de um novo nédulo. C e F:
periodo apds reconstrucdo das vias biliares com interposicdo do tubo de Monti com

menor area de colageno que no erl’odo os obstru d0. Hematoxilina. 100x

6.1.2 Quantificagdo morfométrica para ductos biliares

Os ductos biliares apresentaram a menor média (6,94 ductos) durante o periodo pré
obstrucdo, aumentando durante o periodo de pds obstrucdo (19,86 ductos) e no periodo apos a
reconstrucdo das vias biliares este nimero foi maior que no periodo pré e menor que no
periodo pds, havendo uma diminuicdo destes ap6s a normalizacdo do fluxo biliar para o
intestino (13,39 ductos) (Figuras18 e 19), com diferenca significativa entre 0 momento pré e
pos obstrucdo biliar (p=0,034) e sem diferenca significativa quando comparado 0s momentos

pré e apos reconstrucdo e pos obstrucao e reconstrucdo das vias biliares (Tabela 2).
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Figura 18 — Médias e desvio padrdo do nimero de ductos biliares em regido de espago
porta em bidpsias hepéticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pos obstrucéo e
apos reconstrucdo das vias biliares através da interposicdo do tubo de Monti em
suinos.

Numero de ductos biliares (unidades)

30—

25 8,48

20—

4,89

15+

107 1,79

0 \ \
Pré obstrugao Pés obstrugéo Reconstrucéo das vias biliares

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Figura 19- Imagem microscépica de imunohistoquimica (ck7) para ductos biliares de
bidpsia hepatica de lobo lateral esquerdo de suinos. A sequéncia de figuras
corresponde a bidpsias do mesmo animal durante os trés periodos. A e D: periodo pré
obstrucdo. B e E: periodo p6s obstrucdo com aumento do nimero de ductos. C e F:
periodo apos reconstrucao das vias biliares com interposicdo do tubo de Monti com
maior nimero de ductos que no momento pré e menor nimero que no periodo pés
obstrucdo das vias biliares. Anti citoqueratina 7. 100x
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Fonte: Do autor, 2014.
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6.1.3 Quantificacdo através da andlise da grade de pontos para degeneracao hidropica,
esteatose, dilatacdo e infiltrado inflamatdrio em sinusdides e presenca de hepatdcitos
reacionais.

A anélise da porcentagem de degeneracdo hidropica foi maior no periodo pré
obstrucao (83,44%), ap0s reconstrucdo das vias biliares (69,60%) e durante o periodo pos
obstrucao (61,36%), havendo diferenca significativa durante o periodo pré e pds obstrucao
(p=0,045) e sem diferenca quando comparado os demais periodos (Figura 20 e 24) (Tabela 2).

Figura 20 — Médias e desvio padrdo da porcentagem de campos com degeneracao
hidrépica em bidpsias hepéticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pos obstrugdo e
apos reconstrucdo das vias biliares através da interposicdo do tubo de Monti em
suinos.

Degeneragéao hidrépica (%)

100

90
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0 T T
Pré obstrucéo P6s obstrugdo Reconstrucao das vias biliares

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
Quando analisada o pardmetro esteatose, esta apresentou uma média menor durante o

periodo de pds obstrucdo (7,73%), seguido do periodo apds reconstrucdo (9,59%) e pré
obstrucdo das vias biliares (10,37%), sendo a diferenca maior quando comparado o momento
pré e pos obstrucdo das vias biliares (Figura 21), mas sem diferenca significativa quando

comparado a média dos trés momentos (p=0,434) (Figura 24) (Tabela 2).
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Figura 21 — Médias e desvio padrdo da porcentagem de campos com esteatose em
bidpsias hepéticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pdés obstrucdo e apos
reconstrucdo das vias biliares através da interposi¢cdo do tubo de Monti em suinos.

Esteatose (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
A dilatacdo de sinusdides apresentou diferenca significativa quando comparado 0s

momentos de pré e pds obstrucdo e pré obstrucdo e reconstrucao das vias biliares. A dilatacéo
apresentou média maior durante o periodo apos reconstrucdo das vias biliares (27,77%),
seguido do periodo pés obstrucao (26,15 %) e pré obstrucdo (14,12%) (p=0,001) (Figura 22 e
24) (Tabela 2).

A presenca de células inflamatdrias (mono e polimorfonucleares) ndo apresentou
diferenca significativa quando comparado os trés momentos, apesar da dilatacdo dos
sinusdides. O periodo po6s obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares apresentou meédias
similares para esta patologia (6,64% e 5,44% respectivamente) e, em menor quantidade
durante o periodo pré obstrucdo (4,99 %) (p=0,500) (Figura 23 e 24) (Tabela 2).
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Figura 22 — Médias e desvio padrdo da porcentagem de campos com dilatacdo de
sinusOides em biopsias hepaticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pds obstrucao
e apos reconstrucdo das vias biliares através da interposicdo do tubo de Monti em
suinos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Figura 23 — Meédias e desvio padrdo da porcentagem de campos com infiltrado
inflamatério em biopsias hepéticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pds
obstrucdo e ap0s reconstrucdo das vias biliares através da interposicdo do tubo de
Monti em suinos.

Infiltrado inflamatério em sinuséides (%)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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A presenca de hepat6citos reacionais obteve valores médios préximos durante o
periodo pré e pds obstrucdo (12,42% e 11,23% respectivamente), estando em maior valor
apos reconstrucdo das vias biliares (14,74%). Houve diferenca significativa quando
comparado 0 momento pds obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares (p=0,038) (Figura 24 e
25) (Tabela 2).

Figura 24 - Imagem microscOpica de processos patolégicos em bidpsia hepética de
lobo lateral esquerdo de suinos. A: visualiza-se citoplasma granuloso evidenciando
degeneracdo hidropica (seta azul), vacuolos opticamente vazios, caracterizando
esteatose (seta amarela), sinusdides dilatados (seta verde), presenca de células
inflamatorias em sinusdides (circulo) e nacleos de hepatdcitos reacionais (seta
preta).HE. 1250x B: infiltrado inflamatorio moderado misto — HE — 620x.
R ' oA RSATY TR 7

Fonte: Do autor, 2014.

Figura 25 - Valores da média da porcentagem de campos com hepatdcitos reacionais
em bidpsias hepaticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pos obstrucdo e apos
reconstrucdo das vias biliares através da interposicédo do tubo de Monti em suinos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Tabela 2 - Valores das analises estatisticas referentes aos pardmetros avaliados em
bidpsias hepéticas de lobo lateral esquerdo durante pré e pdés obstrucdo e apos
reconstrucdo das vias biliares através da interposicdo do tubo de Monti em suinos.

Momentos

Valor

Parametros Pré-Obstrucdo P06s-Obstrucdo  Reconstrucdo dep

Area de Colageno I11(%) 6,85+247a  12,17+240b  11,70£316b 0,012
Numero de Ductos (un)  6,94+179a 19,86 +848b 13,39 +4,89 ab* 0,034

Deg. hidrépica (%) 83,44+920a 61,36+17,20b 69,60 + 8,84 ab* 0,045
Esteatose (%0) 10,37 + 4,96 7,73+1,28 9,59 + 3,15 0,434
Sinusoide dilatado (%) 14,12 + 6,97 a 26,15+4,73b 27,77 £5,98 b 0,001
Inf. Inflam. sinusoide (%) 4,99 + 0,58 6,64 + 3,61 544 +1,49 0,500
Hepatacito (%0) 12,42 + 1,50 ab* 11,23+1,73b 14,74 + 3,08 a 0,038

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

6.1.4 Avaliacdo dos periodos preé e pos obstrucao e reconstrugdo das vias biliares

De uma forma geral, houve um aumento das lesGes durante o periodo pos obstrucao
quando comparado com o momento pré obstrucdo, apenas processos patologicos reversiveis
como degeneracao hidropica e esteatose que obtiveram uma diminuicdo comparando estes
dois momentos (Tabela 2).

Quando comparado os momentos de pos obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares, 0s
processos patoldgicos aumentaram discretamente apds a reconstrucéo.

Na andlise estatistica multivariada, quando comparadas as médias de todos o0s
processos patoldgicos durante os trés momentos, evidencia-se uma aproximacdo maior dos
momentos de pos obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares (Figura 26) do que estes com o
periodo pré obstrucdo. Este mesmo resultado ocorre quando utilizado a analise
discriminatéria (Figura 27). O grupo pré obstrucdo estd totalmente separado dos demais
grupos, enquanto o momento pds obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares estdo mais

proximos.
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Figura 26 - Analise multivariada das médias de todos 0s processos patolégicos
comparando 0s momentos pré, pds obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares em

suinos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Pré-obstrucao

Figura 27 - Andlise discriminatoria das médias de todos os processos patoldgicos
comparando 0S momentos pré, pos obstrucdo e reconstrucdo das vias biliares em

suinos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014,
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho, utilizou-se o suino como animal de modelo experimental e este foi
considerado em condic@es ideais para avaliacdo dos parametros estudados. Além disso, estes
apresentam muitas similaridades com os seres humanos como tamanho, estrutura de érgéos
internos, padrBes alimentares, habitos dietéticos (onivoros), enzimas gastricas, sistema
enddcrino, entre outros. Atualmente, sdo reconhecidos pela sua importancia na agropecuéria e
sdo considerados como uma espécie apropriada para pesquisas por se tratar de um modelo de
animal tratavel e controlavel (ALMOND, 1996; HELTNE et al., 1998; GOODRECH et al.,
2001).

Além disso, nesses animais, a obstru¢do do ducto biliar comum causa dilatacdo
intrahepética e a reconstrucdo deste ducto através de enxerto vascular ou atraves de um
fragmento de bexiga urinaria é considerado um procedimento seguro e de relevancia clinica
no tratamento de estenose, tumores benignos e traumas penetrantes, propiciando a drenagem
da bile (MORTENSEN et al., 2004; CHRISTENSEN et al., 2005), o que esta parcialmente
condizente com este trabalho, pois a técnica para restabelecer o fluxo biliar foi diferente,
porém o mesmo foi restabelecido e os processos patologicos ocorridos no tecido hepatico
apresentaram uma diminuicao.

A utilizacdo de suinos e ratos como modelos experimentais sdo comuns em estudos
envolvendo técnicas cirdrgicas e representam um bom modelo experimental para ictericia
obstrutiva, pois suinos apresentam alteracdes clinicas, ultrassonograficas, bioquimicas e
histopatoldgicas evidentes em pouco tempo de obstrucdo (CAMPOS et al., 2013a,b). Daneze
et al., (2011) relataram que sete dias ap0s a obstrucdo biliar induzida séo suficientes para que
0S animais apresentem sinais caracteristicos de ictericia e colestase. Neste estudo, os animais
apresentaram sinais clinicos de ictericia, indicando sucesso no procedimento de obstrucao
induzida das vias biliares.

Segundo Oliveira; Silveira; Matte (2012), os niveis de colageno presentes em tecido
hepatico de ratos com obstrucdo parcial de vias biliares comecam a aumentar
consideravelmente entre a 10% e 16% semana de obstrucdo. J& Quaresma et al. (2007), ndo
obtiveram altera¢6es bioquimicas ou histologicas quando utilizados ratos com obstrucéo biliar
de ducto hepético direito por mais de 60 dias. Artifon et al. (2010) obtiveram aumentos nos
niveis de coldgeno a partir do sétimo dia de obstrucéo, porém esta diferenga passou a ser

considerdvel somente a partir do décimo quarto dia de obstrugdo. Neste trabalho, observa-se
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que, em suinos, o aumento da quantidade de colageno se manifesta apos 7 dias de obstrucao
biliar. Desta forma, os suinos seriam um bom modelo experimental para estudo das vias
biliares por apresentarem uma resposta mais rapida ao estudo.

A técnica de interposicdo com tubo de Monti, utilizada neste estudo, foi proposta para
aumentar a variedade de técnicas cirlrgicas em pacientes com perda do tecido das vias
biliares. A anastomose bilioduodenal e biliojejunal tém se mostrado eficazes para o
tratamento da obstrucdo biliar, porém as lesbes de via biliar habitualmente costumam ser
altas, proximas ao hilo hepatico, o que faz com que poucas vezes seja possivel a reconstrucdo
colédoco-duodenal (DUTRA et al., 2007; CREMA et al., 2002). Além disso, a reconstrucao
colédoco-duodenal leva a uma maior incidéncia de cancer de via biliar em longo prazo, em
decorréncia do refluxo crdnico de suco duodeno-pancreatico para o interior da via biliar. Ha
de se considerar que muitos pacientes submetidos a reconstrucdo de via biliar sdo jovens;
entdo, essa propensdo ainda que pequena de tumor, em longo prazo, deve ser considerada no
momento da realizacdo da derivacdo colédoco-duodenal (ALMOND, 1996; CREMA et al.
2002; ARAUJO, 2004; CHRISTENSEN et al., 2005; WALSH et al., 2007). Dessa forma,
acredita-se que a técnica proposta neste trabalho seria uma alternativa que evitaria maiores
complicacbes em longo prazo, pois pode restabelecer o fluxo biliar utilizando tecido do
proprio paciente, diminuindo o processo inflamatério e o risco de rejeicéo.

Pandolfi Junior et al., (2001), avaliaram vérias técnicas cirdrgicas para anastomose e
reconstrucdo das vias biliares e concluiram que, as derivacbes com o jejuno, especialmente a
que mantém o fluxo de alimentos mais distantes da via biliar, apresentam melhor desempenho
no reparo morfolégico e metabdlico do figado, o que também foi proposto neste estudo.

A técnica cirrgica proposta neste estudo para reconstrucdo das vias biliares e
restabelecimento do fluxo biliar j& vem sendo usado em humanos com sucesso tanto para
drenagem cutanea de bexiga neurogénica, como para reconstrucao de ureter. Tal principio foi
aplicado na confeccdo de gastrostomias, permitindo ao paciente a sondagem intermitente para
introducdo de dieta na gastrostomia, sem vazamentos ao retirar-se a sonda (ARAUJO, 2004).
Desta forma, acredita-se que a mesma técnica pode ser utilizada para reconstrucao de areas
gue necessitem de drenagem de substancias como bile, urina, entre outros.

A quantidade de colageno | ndo foi suficiente para ser quantificada, pois mesmo com a
padronizacdo do anticorpo afirmando sua eficacia, este ndo apresentou marcagfes evidentes
nas amostras do presente estudo. A quantidade de colageno Ill reagente ao anticorpo foi

suficiente para analise morfométrica e amostragem. De acordo com Poonkhum et al., (2011),
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o0 colageno I estéa presente nas margens dos septos hepéaticos, em torno dos sinusoides e espago
porta e veias centro lobulares e o coldgeno 111 se localiza em torno das paredes dos vasos,
nddulos hepéticos e na parte interior dos nddulos, regido onde ocorre maior concentragdo de
cirrose, sendo a localizagdo do colageno 11 condizente com o presente estudo. Além disso, 0
aumento da quantidade de colageno no momento pds obstrucdo pode indicar o inicio do
processo de deposi¢do nodular de colageno, caracterizando cirrose recente apds a obstrucdo
das vias biliares.

Alguns animais evoluiram para um quadro de coleperiténio durante o periodo apés
reconstrucdo das vias biliares, antecedentes aos 45 dias da realizacdo da eutanasia. De acordo
com Biondo-Simdes (2001), a presenca de peritonite bacteriana, através da liberagcdo de
enzimas pode diminuir a concentracdo e maturacdo do colageno. Desta forma, acredita-se que
além da idade dos animais, a resposta inflamatoria ao procedimento cirdrgico, o tempo curto
de obstrucdo e o oObito dos animais, podem ter influenciado na auséncia ou baixa quantidade
de colageno I. Suponha-se que se todos os animais tivessem a coleta realizada no mesmo
periodo de reconstrucao das vias biliares, a quantidade de colageno 111 poderia diminuir ainda
mais e que a quantidade de colageno | poderia aumentar se o periodo de coleta para avaliacdo
fosse superior ao realizado neste estudo.

A maioria dos trabalhos relacionados a presenca de colageno/cirrose no tecido
hepatico utiliza apenas a técnica de morfometria com coloracGes que evidenciam o colageno,
porém ndo os diferencia em tipo | e Ill, o que pode dificultar a interpretacdo de alguns
resultados envolvendo a etiopatogenia deste processo patoldgico. Segundo Meyer et al.,
(2007), técnicas de coloracdo com Picro-Sirius que utilizam a luz polarizada dificulta a
diferenciacdo entre colageno I e 111 e deixa parte dos resultados subjetivos.

O presente estudo apresentou aumento significativo apenas da quantidade de colageno
I11, que é considerado o primeiro tipo de colageno a participar da etiopatogenia da cirrose
hepaética, pois € 0 que se forma precocemente nos processos de cicatrizacao e cirrose primaria
(FACHINELLI, 2005). Além disso, este € o colageno mais evidente em animais jovens
(CALVI et al., 2011), como o representado pelo presente estudo.

Bakhru et al., (2011), ap6s reconstituir o fluxo biliar através da colocacao de stents em
suinos, no periodo pré obstrugdo, obteve dilatacdo dos ductos biliares e espessamento das
fibras colagenas presentes, que diminuiram discretamente com o novo fluxo biliar, o que
também obteve-se como resultado neste presente estudo. Desta forma, a colocacdo de stents e

a interposicdo do tubo de Monti, sdo eficazes para restabelecer o fluxo biliar e diminuir o
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processo de deposicdo de coldgeno e cirrose hepética, ja que através da normalizacdo do fluxo
biliar, as alteracdes hepaticas que podem induzir a necrose dos hepatdcitos e evoluir para
cirrose diminuem.

O estudo das alteracbes histoldgicas ocorridas no tecido hepético apds o inicio do
processo de cirrose é de extrema importancia, pois esta pode evoluir hipertensdo portal,
insuficiéncia hepatocelular, carcinoma hepatico, entre outros (ILDA et al., 2005). A técnica
de interposicdo do tubo de Monti proposta neste estudo ja obteve resultados satisfatorios na
reconstrucdo de ureteres (MONTI; DUTRA; CARVALHO, 1997) e, através dos resultados
obtidos em suinos condiciona diminuicdo de processos patoldégicos mais graves como o
aumento da area de colageno e a proliferagdo de ductos biliares.

O ndmero de ductos biliares aumentou durante o periodo de obstrucdo das vias
biliares, sugerindo uma resposta hiperplasica do tecido na tentativa de drenar a bile que estava
em indices elevados devido a obstrugdo do ducto colédoco. Para Zhu et al. (2012), o aumento
do numero de ductos ocorre, quando se mantém preservada a irrigacdo do tecido, pois com o
comprometimento da circulacdo hepatica e posterior isquemia do tecido, ocorre morte de
células e, consequentemente, uma diminuicdo do numero de hepatdcitos e ductos biliares.
Neste estudo, a irrigacdo do tecido hepatico se manteve preservada, com resposta do aumento
do nimero de ductos no periodo de p6s obstrucdo e uma diminuicdo apos a reconstrucdo das
vias biliares que restabeleceu o fluxo biliar, sugerindo neste caso, que a técnica de
interposicdo do tubo de Monti, pode ser eficiente no controle desta alteracao.

Jorge et al. (2001), na tentativa de induzir cirrose biliar secundaria em ratos wistar,
obteve um aumento do numero de ductos biliares em biopsias de tecido hepatico com
obstrucdo, o que também ocorreu no presente estudo.

Prado et al., (2003), utilizando camundongos analisaram alteracfes hepaticas
decorrentes de obstrucdo biliar e todos os animais apresentaram ictericia no periténio parietal
e visceral, dilatacdo acentuada da vesicula biliar e do ducto biliar comum. Em seus achados
histopatoldgicos encontrou dilatacdo e proliferacdo de ductos biliares com acentuada
deposicdo de colageno, areas frequentes de necrose isquémica e colangite purulenta,
sugerindo que na colestase, a isquemia hepatica funcional desempenha um papel importante
na inducdo de lesGes hepéticas, e que o processo infeccioso é um fator importante na
morbidade e mortalidade. Neste estudo, ndo ocorreu a presenca de colangite purulenta e
isquemia, mas as demais alteracdes também foram evidentes. Acredita-se que a dilatagdo dos

sinusoides esteja relacionada com o momento de maior fluxo sanguineo na regido hepética
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devido a um processo inflamatorio e reacional devido ao aumento dos niveis de bilirrubina
circulante e apds a reconstrucdo das vias biliares como resposta inflamatoria a cicatrizacdo do
procedimento cirirgico de interposi¢do do tubo de Monti. A presenca de células inflamatérias
apos a obstrucéo biliar, pode ser justificada pela resposta imunoldgica do organismo, devido a
diversas alteragdes morfofisioldgicas ocorridas no tecido hepatico.

O aumento da degeneracdo hidropica e esteatose pode estar relacionado com a troca de
alimentacdo nos animais e com a medicacgdo pré anestésica, anestésica e o tempo de demora
para a realizacdo do procedimento cirdrgico e a coleta do fragmento para a bidpsia hepatica.
De acordo com Brasileiro Filho (2011), medicamentos que sdo metabolizados no figado,
causam alteracdes reversiveis, provocando acumulo de substancias no citoplasma das células
como agua e triacilglicerol.

Silva et al. (2007), avaliando os processos patologicos encontrados associados com
cirrose hepatica em cées, encontraram alteragdes como esteatose, infiltrado inflamatdrio e
proliferacdo dos ductos biliares. De acordo também com Stevens;Lowe (2002), ap6s o dano
hepatico, é possivel identificar varios padrdes de anormalidades histologicas, que resultam de
um conjunto limitado de respostas patoldgicas ao dano, podendo haver degeneragédo
hidropica, esteatose, colestase, necrose hepatocelular, fibrose, hiperemia, hemorragia ou
acumulo de material andmalo. Além dos processos condizentes com os referidos autores,
neste estudo, visualizou-se alteracdes como degeneracdo hidropica, sinusoides dilatados e
hepatocitos reacionais, que na sua maioria, diminuiram a intensidade apos a realizacdo da
reconstrucdo das vias biliares atraves da interposicdo do tubo de Monti. Portanto, através da
analise dos dados multivariados, acredita-se que o momento pré obstrucdo seria 0 que
apresenta maior diferenca de dados e que 0s momentos pds obstrucéo e reconstrucdo das vias
biliares apresentam dados estatisticos mais proximos, ressaltando que se comparou 0 mesmo
animal durante os trés periodos, sendo considerado como momento controle 0 momento pré e
que existe uma variacdo entre um animal e outro. Mesmo assim, a maioria dos processos
patolégicos diminuiram apds a reconstrucdo das vias biliares pela interposicdo do tubo de
Monti.
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8 CONCLUSOES

De acordo com as condi¢bes que o experimento foi realizado, podemos
concluir que:

- A interposicdo do tubo de Monti é capaz de restabelecer o fluxo biliar,
interrompendo a maioria dos processos patoldgicos encontrados, sendo uma opcdo para
pacientes com perda/lesdo das vias biliares, porém, novos estudos experimentais se fazem
necessarios para estabelecer detalhes da técnica.

- O colageno tipo | ndo apresentou quantidade suficiente para analise
imunohistoquimica e morfométrica, demonstrando ndo participar ativamente do processo
inicial de cirrose nestes animais.

- O colageno tipo Il aumentou durante o periodo pds obstrucdo, diminuindo apos
reconstrucédo das vias biliares, estando relacionado ao processo de cirrose hepatica.

- A quantidade de ductos biliares aumentou significativamente no periodo de
obstrucéo das vias biliares, diminuindo assim que o fluxo biliar foi restabelecido.

- Outros processos patolégicos como degeneracao hidrépica, dilatacdo de sinusdides e

hepatocitos reacionais estdo presentes em animais com obstrucao das vias biliares.
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