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Estudo da excrecdo hepatobiliar, do refluxo enterobiliar e da reparagdo hepéatica em
ratos com obstrugdo biliar cronica submetidos a derivacdo biliojejunal com

descompressao da alca jejunal exclusa.

A obstrugdo biliar extra-hepéatica crénica induz a proliferacdo ductal, a fibrose e a
cirrose hepética que se acompanham de hipertensdo portal e insuficiéncia hepatocelular, no
homem (LESUR et al,1993; AFROUDAKIS et al,1981) e, em animais de experimentacao
(KONTOURAS et al, 1984; GROSS et al , 1987). A fibrose e a hipertensao portal aparecem
ap6s duas semanas de obstrucdo biliar, em ratos, enquanto o desenvolvimento de lesdes
compativeis com cirrose, usualmente, ocorre apés 4 semanas (KONTOURAS et al, 1984,
KRAHENBUHL et al, 1998).

O quadro histopatologico de fibrose biliar secundaria e caracterizado pelo
aparecimento da proliferacdo dos canaliculos biliares, do desenvolvimento de fibrose e da
presenca de infiltrado mononuclear nos espacos portais. Neste estagio da doenca, ha
preservacdo das relagdes vasculares entre o espaco porta e a veia hepatica. A persisténcia do
quadro obstrutivo induz a fragmentacdo do parénquima hepatico e o surgimento de nddulos
parenquimatosos, caracterizando, assim, a cirrose biliar secundaria (KONTOURAS et al,
1984; GROSS et al , 1987) .

Na préatica clinica, a fibrose e a cirrose biliar secundaria sdo, frequentemente,
consideradas como estagio final e irreversivel da lesdo hepatica (FRIEDMAN, 1993). Por
outro lado, hé registros clinicos (YEONG et al. 1982; HAMMEL et al. 2001) e experimentais
(ABEL AZIZ et al, 1990, ZIMMERMANN et al. 1992, ARONSON et al., 1993; SANTOS et
al. 1998; PANDOLFI et al. 2001) demonstrando que a descompressao biliar efetiva promove
reversdo das alteracGes histoldgicas do figado.

A escolha da modalidade de derivacdo biliar a ser empregada na colestase extra-
hepética depende da natureza da afeccdo, da idade e das condigcdes gerais do paciente sendo
mais importante a experiéncia do cirurgido do que a patogénese da doenca tratada
(UCHIYAMA et al. 2003). Embora, os resultados das anastomoses biliodigestivas para as
doencas benignas sejam, usualmente excelentes pode ocorrer proliferacdo bacteriana, refluxo
enterobiliar e colangite em até 22% dos pacientes (PLAISIER et al. 2001) e uma pequena,
mas significante minoria de pacientes pode ficar incapacitada, em funcdo dos episodios de
colangite recorrente (MATTEWS et al,1993) A circulacdo livre do contetdo entérico para a

via biliar pode provocar episodios transitorios de obstru¢cdo mecénica. Esses mecanismos



podem justificar a persisténcia da elevacdo da fosfatase alcalina nos animais submetidos a
derivacdo bilioduodenal (DBD) e a presenca de alimentos na via biliar na quase totalidade de
animais tratados (SANTOS et al,1996), bem como os episddios transitérios de colangite
registrados no homem, sem indicios de obstrucdo mecénica (DUCROTTE et al, 1991,
HASHIMOTO e OKYANAGI,2000, HASHIMOTO et al, 2005)

As repercussdes sobre o figado e as vias biliares dos procedimentos endoscopicos e
cirlrgicos empregados para promover a desobstrucdo da via biliar tém sido objeto de
avaliagdo (ZIMMERMANN et al. 1992; SANTOS et al. 1998, HASHIMOTO e
OHYANAGI, 2000; PANDOLFI et al. 2001; SANTOS et al, 2005; DUTRA et al, 2007).

A DBD tem sido utilizada em pacientes idosos, reservando-se a derivacao biliojejunal
em Y de Roux (DBJ) para pacientes jovens com expectativa de vida de 10 anos ou mais
(ESCUDERO-FABRE et al. 1991). Em contrapartida, PANIS et al. (1993) relataram que a
DBD deva ser indicada sempre que possivel, inclusive em pacientes jovens e com doenca
benigna. A DBD e empregada como procedimento de escolha na reconstrucéo da via biliar
apos lesbes traumaticas, iatrogénicas ou estenoses benignas. E mais fisioldgica e tecnicamente
mais rapida e facil de ser realizada (HASHIMOTO e OHYANAGI, 2000). Além disso,
permite o acesso da via biliar a exploracdo endoscopica (PANIS et al., 1933). Com o advento
da abordagem por videolaparoscopia tem ocorrido uma maior flexibilizacdo da sua indicacéao
no tratamento da obstrucao biliar.

Na DBD existe a presenca dos residuos alimentares que podem acumular no colédoco
distal e sua associacdo com o refluxo enterobiliar e conseqlientemente, a colangite ascendente
(STEFANINI et al., 1974). Entretanto, se a anastomose € ampla e sem estenoses, a presenca
de restos alimentares no colédoco distal sera intermitente, e ndo propiciara sintomas. O risco
de colangite ap6s DBD esta relacionado a processos obstrutivos variando entre zero e 6%
(PANIS et al., 1993).

César Roux publicou em 1897, a “Gastroenterostomia Posterior por Implantagdo”, em
32 pacientes com obstrucdo da via de saida do estbmago. Roux defendeu esta cirurgia por
muitos anos, porém, observou um grande nimero de complica¢des, abandonando a técnica em
1911. A alca em Y ficou praticamente sem uso por cerca de 40 anos, até que nas décadas de
50 e 60 do século XX, anos apds a morte de César Roux, o Y foi proposto para cirurgias das
vias biliares, do pancreas, do figado e do trato digestorio (BESSON, 1985).

A DBJ é revestida de maior complexidade técnica, além de dificultar o acesso da via
biliar, apds a cirurgia, por meios endoscopicos. No acompanhamento a curto e em longo

prazo, ndo houve diferenga de resultados entre DBD e DBJ em relagéo ao aparecimento de



colangite (PANIS et al., 1993).

HASHIMOTO E OHYANAGI (2000), em estudo clinico, compararam a evolucéo da
DBJ e da DBD, em oito e cinco pacientes, respectivamente, acompanhados em média 4,5
anos (1-5 anos) e 2,5 anos (1-3 anos). Houve um caso de colangite (12%) no grupo DBJ.
Houve estase biliar na alca jejunal em Y de Roux, com retardo significativo do fluxo de bile
até o jejuno proximal (655 min) em comparacdo ao tratamento com DBD (355 min) e as
pessoas sadias (40£5min). Sugeriram que a estase biliar e a pressdo aumentada na alca
exclusa podem causar refluxo, colangite e danos hepaticos permanentes. Concluiram, entéo,
que a DBD é mais fisioldgica e com menor indice de complicacGes que a DBJ, desde que seja
uma anastomose ampla e que permita um fluxo adequado de bile para o intestino.

SANTOS et al.(1996) observaram que a reparacdo da arquitetura hepatica, em ratos
com cirrose biliar secundéaria, apos a DBD, ocorreu em 70% dos animais e as alteracoes
bioguimicas e hematimétricas normalizaram-se apds um més da desobstrucdo. Nos 30% dos
animais restantes, observou-se recuperacdo parcial da arquitetura hepéatica, com fibrose
hepatica residual e infiltrado inflamatorio. Nestes animais foram encontrados restos
alimentares ocupando a anastomose bilioduodenal formando bezoares, mesmo em
anastomoses amplas. Os autores concluiram que o refluxo enterobiliar (REB) propiciou o
aparecimento de colangite com influéncia na recuperacdo morfofuncional do figado.

Em estudo comparando os efeitos da DBD e DBJ, em ratos, com cirrose biliar
secundaria foi observada a presenca de residuos alimentares nas anastomoses biliodigestivas
com contaminacdo da bile por germes entéricos e colangite. A DBJ teve melhor desempenho
na recuperacao da arquitetura hepatica, provavelmente, em decorréncia da maior intensidade
do refluxo enterobiliar (REB), da contaminacao biliar e do processo inflamatério ocorrido na
DBD. Porem, os dois procedimentos foram equivalentes na capacidade de promover a
recuperacdo da colestase, do metabolismo energético do figado e da reversdo da
esplenomegalia (SANTOS et al., 1996).

Estudo em ratos, com obstrucéo biliar e fibrose biliar secundaria, tratados com DBD e
DBJ em Y de Roux, com algas exclusas de 5, 10 e 15 cm, demonstrou melhor desempenho na
reparacdo das alteracdes histopatologicas do parénquima hepéatico e na normalizacdo do
metabolismo energético do figado na derivacdo com alca em Y de 15 cm, que corresponderia
a uma alca de cerca de 40 cm no homem. Desta forma, reforca-se a importancia de
minimizar o contato do contetdo entérico com a via biliar (PANDOLFI et al. 2001).

Cerca de 10 a 15% dos pacientes com DBJ podem evoluir com sindrome da alca cega

e colangite. Estes sintomas podem ser decorrentes das obstrucdes mecénicas, porém nos casos



em que estas complicacbes sdo afastadas, um obstaculo funcional secundério a ruptura da
propagacdo dos potenciais de marcapasso originados no duodeno podem ocasionar estase e
colangite (KLAUS et al., 2001)

Apds o tratamento com DBD e DBJ em ratos submetidos a obstrucdo biliar
(DUTRA et al, 2006) observou que funcdo hepatocelular avaliada pela cintilografia hepética
dindmica foi melhor na DBD. O refluxo enterogastrico esteve presente nas duas derivacoes,
sem diferencas entre elas. Apesar de, na DBD ndo ter ocorrido uma completa recuperacao
morfoldgica no figado, no periodo de tempo estudado, estes alteracdes ndo foram decisivas
para prejudicar a excrecdo hepatica. Provavelmente, na DBD, o refluxo enterobiliar e a estase
na via biliar ocorrem transitoriamente, de forma intermitente e com baixa pressao nos ductos
biliares, preservando assim, a excrecdo hepatocelular.

Na DBJ, os distarbios motores na alca exclusa podem propiciar uma estase
permanente, com elevacdo da pressdo na via biliar. A estase pode evoluir com proliferacédo
bacteriana (VAN TRAPPEN et al. 1977) e translocacdo para o figado (CHUANG et al. 1998),
aléem de promover a passagem de bactérias pelos hepatocitos, com destruicdo das juncdes
celulares e o aparecimento de colangite (TOYOTA et al. 1984). Além disto, a elevacéo
mantida da pressdo na via biliar propiciaria uma diminuicdo do metabolismo energético das
mitocéndrias hepaticas (KRAHENBUHL et al., 1988), comprometendo a fungdo hepaética e
retardando a excrecdo biliar. Isto posto, os autores recomendaram que a DBD deva ser
priorizada, sempre que possivel, devido a sua facilidade e simplicidade técnica e nao
apresentar as complicacdes inerentes da alca exclusa em 'Y de Roux.

Com a intencdo de minimizar as complicacGes provenientes da alga exclusa do Y de
Roux foi proposta a sua descompressao por meio de uma anastamose duodeno-jejunal (DBJ-
DJ) por HASHIMOTO et al. 2005. Neste estudo clinico observou-se que a colangite de
refluxo pdés-operatdria ocorreu em 14% dos pacientes submetidos a DBJ, em contrapartida
nenhum paciente submetido a DBJ-DJ apresentou sinais de colangite. A cintilografia
hepatobiliar demonstrou estase proeminente da bile na alca exclusa do Y de Roux, assim com
atraso significante do tempo para a visualizacdo do radiofarmaco no jejuno proximal nos
pacientes submetidos a DBJ. (DBJ — 65 + 5 min; DBJ-DJ — 45 + 5 min; Controle — 40 £ 5
min). Desta forma os autores concluem que a derivacdo biliojejunal com anastomose
duodeno-jejunal latero-lateral é mais fisiologica, apresenta menor nimero de complicagdes
poOs-operatdrias além de permitir 0 acesso endoscépico a area de anastomose biliodigestiva e a
via biliar intra-hepatica.

Nesse cenario, pode se afirmar que ndo ha consenso sobre a modalidade de derivagéo



biliodigestiva mais adequada para o tratamento da obstrugdo biliar extra-hepéatica. A presenca
do refluxo enterobiliar na DBD e os disturbios motores existentes na DBJ podem ocasionar
estase, proliferagdo bacteriana e colangite. Esses fendmenos justificam o estudo da influéncia
das diferentes modalidades de derivacdo biliar sobre o parénquima hepatico e a funcéo
excretora do figado, na perspectiva de identificar o tratamento que produz menos efeitos
adversos, bem como explorar novas modalidades técnicas para corre¢do da obstrugdo biliar
extra-hepaética.

Desta forma, o objetivo deste estudo é quantificar o refluxo enterobiliar e o fluxo
hepatobiliointestinal na DBD, DBJ e na DBJ-DJ por meio de métodos cintilogréaficos, e
avaliar comparativamente a influéncia da derivagéo biliar no processo de reparacdo das lesoes
morfo-funcionais e metabodlicas do figado de ratos com obstrucdo biliar extra-hepatica

cronica.

Material e Métodos
O projeto serd desenvolvido nos Laboratorios de Técnica Cirdrgica e Cirurgia
Experimental, de Medicina Nuclear e de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.

ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Serdo utilizados 120 ratos machos adultos de pelagem albina da linhagem Wistar e
com pesos variando entre 250 e 300 gramas, provenientes do Biotério Central da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.

Os animais serdo acondicionados em gaiolas de polipropileno com tampa de metal
fenestrada com divisoOrias para racao e agua, em grupos de cinco animais por gaiola, mantidos
com racdo padrdo e agua ad libitum e em sala com temperatura ambiente e iluminacao

natural.

DISTRIBUICAO E A LOCACAO DOS ANIMAIS EM GRUPOS E SUBGRUPOS
Apo6s um periodo de adaptagdo e quando atingirem o peso adequado, 0s animais serdo
divididos em 2 grupos, conforme ilustra a FIGURA 1.
e Grupo controle (I1S): 24animais

e Grupo com obstrucdo biliar (OB): 96 animais



O grupo IS com 24 animais normais serd submetido a coleta de sangue para avaliagéo
bioquimica e retirada de fragmento do lobo inferior esquerdo do figado para analise
histologica. O transito gastrintestinal, 0 REB e a funcdo hepatobiliar serdo quantificados por
meio de métodos cintilograficos com os radioisétopos Fitato *™Tc e o Disida *™ Tc ,
respectivamente.

O grupo OB, formado por 96 animais com 15 dias de obstrucéo biliar, sera distribuido
em quatro subgrupos (OBO, OB1, OB2, OB3) com 24 animais cada. O subgrupo OBO sera
submetido a coleta de sangue para avaliacdo bioquimica , a retirada de fragmento do lobo
inferior esquerdo do figado para analise histoldgica , além do transito gastrintestinal com
Fitato **™Tc e ao fluxo hepatobiliointestinal com Disida **™Tc. Os animais dos subgrupos
OB1, OB2 e OB3 ap6s 15 dias de obstrucdo biliar, serdo submetidos a coleta de sangue para
avaliacdo bioquimica do sangue, a retirada de fragmento do lobo inferior esquerdo do figado
para andlise histoldgica , e a seguir, submetidos a derivacdo bilioduodenal, derivacédo
biliojejunal em Y de Roux e derivagéo bilio-jejunal em Y de Roux com anastomose duodeno-
jejunal, e passardo a ser denominados, respectivamente, de DBD, DBJ e DBJ-DJ. Cerca de 90
dias apos as derivagdes serdo realizados os estudos do REB e transito gastrintestinal com
Fitato ®™Tc e do fluxo hepatobiliointestinal com Disida **™Tc, além da coleta de sangue para
avaliacdo bioquimica do sangue e da retirada de fragmento do lobo inferior esquerdo do

figado para analise histologica .



Delineamento Experimental

Figura 1: Delineamento do Experimento.

105 dias 15 dias
Derivacao Detrivacao
bilio-jejunal bilio-jejunal

cjunal

Grupo DBD Grupo DBJ Grupo DBJ-DJ

%; 90 dias

Avaliagio histologica hepatica e bioquimica
Cintilografia Hepatobiliar Dindmica (**™Tc-DISIDA)
Transito Gastrintestinal e Pesquisa de Refluxo Enterobiliar (**™Tc-Fitato)




ANESTESIA

O anestésico utilizado serd o pentobarbital 40-60 mg/Kg intraperitonel,; os animais
serdio mantidos em respiracdo espontanea, em plano anestésico adequado, para 0S
procedimentos cirargicos. Para a quantificacdo do REB os animais serdo mantidos acordados
durante os tempos pré-determinados nos grupos (15 minutos e 4 horas) e anestesiados com
tiopental sodico 40 mg/kg intraperitoneal no momento da separacdo das pecas cirurgicas. O
tiopental intraperitoneal sera utilizado para o estudo do fluxo hepatobiliointestinal .

TECNICA OPERATORIA

Cada animal sera pesado, higienizado e anestesiado sendo, a seguir, posicionado em
decubito dorsal e submetido a tricotomia da parede anterior do abdome. A anti-sepsia sera
feita com solucéo de polivinil pirrolidona iodo (Dermoiodine, J.P.Industria Farmacéutica S.A
Ribeirdo Preto).O acesso a cavidade abdominal sera por laparotomia mediana, interessando o
abdome superior sendo as bordas afastadas lateralmente por afastadores delicados. A cavidade
peritoneal sera mantida constantemente Umida com solucdo fisiologica, para se evitar o
ressecamento das visceras.

No grupo controle (IS) os animais serdo submetidos a operacéo simulada, tracionando-
se 0 duodeno e manipulando cuidadosamente a via biliar, para se evitar traumas. Apés 105
dias, serdo realizadas as avaliagbes bioquimicas, histoldgicas e cintilograficas com Fitato e
Disida.

No grupo de obstrucédo biliar (OB) ( 96 animais), apés a identificacdo e exposicdo do
ducto biliar proceder-se-a a sua ligadura a aproximadamente 5mm de sua bifurcagdo, com 5
nés de fio prolene 5-0 (prolene suture-blue monofilament Ethicon,Inc.), envolvendo-se o
ducto biliar comum até 3 mm acima da juncdo biliopancreética, onde far-se-4 outra ligadura
com 5 nds (CASTRO E SILVA jr. et al., 1995). Apds 15 dias, serdo realizadas as avaliacdes
bioguimicas, histoldgicas e cintilograficas com Fitato e Disida.

Nos animais DBD sera realizada a anastomose entre o ducto biliar dilatado e o
duodeno de forma latero-lateral, e o ducto biliar aberto transversalmente, o duodeno,
longitudinalmente, na extensdo de 1 cm. Nos animais DBJ a anastomose sera feita latero-
terminal com a alca jejunal secionada a cerca de 5 cm do angulo duodenojejunal de Treitz. A
anastomose jejuno-jejunal serd realizada a 15 cm da hepaticojejunoanastomose. Todas as
anastomoses sdo feitas em plano Unico com pontos continuos de fio Vicryl 5-0.

Nos animais DBJ-DJ a anastomose biliodigestiva sera feita latero-terminal com alga

jejunal secionada a cerca de 5 cm do angulo duodenojejunal de Treitz. Sera confeccionada



uma anastomose latero-lateral entre a alga jejunal exclusa do Y de Roux e a primeira porcéo
duodenal. A anastomose jejuno-jejunal serd realizada a 15 cm da hepaticojejunoanastomose .
Todas as anastomoses serdo feitas em plano Unico com pontos continuos de fio Vicryl 5-0.
No momento das derivacgdes biliodigestivas serdo realizadas as biopsias hepéticas e as coletas
de sangue para os estudos bioquimicos do sangue e apds cerca de noventa dias, 0s animais
serdo submetidos aos mesmos estudos., além da avaliacéo refluxo enterogastrico (REB) e do
transito gastrintestinal com Fitato *™Tc e do fluxo hepatobiliointestinal com Disida *™Tc..

A sintese da parede abdominal sera realizada de modo idéntico em todos os animais,
sendo o peritbneo, a aponeurose e a pele fechados em bloco com chuleio continuo de nylon
monofilamentado 3.0. No p0s - operat6rio, todos os animais sdo mantidos em gaiolas isoladas
por 24 horas e alimentados com racdo padréo e agua ad libitum.

BIOQUIMICA DO SANGUE

Coleta do sangue:

Dos animais serdo colhidos aproximadamente 2.5 ml de sangue mediante a puncao da
veia caudal previamente aquecida com butterfly n® 26 . O sangue é depositado em tubo de
ensaio sem anticoagulante e apos a retracdo do coagulo, o soro sera separado para avaliacdo
bioguimica. Para a reposicdo da perda sanguinea sera infundido 6 ml de soro glicofisiologico
a 5%.

Dosagens no soro:

Birrubinas totais e fraces: dosagem pelo método de SIMS e HORN (1958); Kits
analisa Diagnostica (Analisa Diagndstica Ltda., Belo Horizonte, MG).

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

Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST): dosagem pelo
método de REITMAN E FRANKEL (1957); Kits Analisa Diagnostica (Analisa Diagnostica
Ltda., Belo Horizonte, MG).

ANALISE HISTOLOGICA DO FIGADO.

Os fragmentos de figado serdo fixados por imersdo em liquido de Carnoy (60% de
acido acetico glacial), por trés horas e depois transferidos para uma solugéo de alcool a 70%.
As transecgdes de tecido hepéatico de 5-pum serdo coradas com Hematoxilina e Eosina e,
Tricomico Masson e sec¢Bes consecutivas serdo avaliadas através de imunohistoquimica por

meio de reacdo com anticorpo para desmina para evidenciar as células de Ito. Para a fixacao



de antigeno os cortes histoldgicos serdo pré-tratados com 10 mM em conservante de citrato de
sodio (PH6.0) em estufa presurizada por 3 minutos. A desmina serd evidenciada com MoAb
(IgG, Dako, Denmark), diluida 1:200 em conservante Tris por 2 horas e 0 anticorpo
secundario sera um anti-lgG (Dako, Denmark). A imunofixac&o sera realizada utilizando-se o
método Strept-ABC com diaminobenzidine-H202 como um cromdgeno e contracorado com
hematoxilina de Mayer. Sec¢Bes de musculo estriado serdo considerados os controles
positivo, e 0s anticorpos primarios serdo omitidos nos controles negativos de sec¢des
hepaticas.

A andlise morfométrica do figado sera realizada por um Gnico examinador que ndo
conhece o tratamento, mediante captura das imagens histoldgicas de fragmentos de bidpsia
hepatica corados com Tricromico de Masson. Utilizar-se-a um microscopio Axiophot Zeiss
com uma camera digital acoplada ao seu cabecote superior e a um computador através de uma
placa de captura de imagens Frame Grabber Zeiss. Desta forma, as imagens serdo captadas
pelo sistema no padrdo RGB com 648x474 linhas para analise por meio do software grafico
KS400 V2.0 — Kontron Elektronik GmbH (FAZAN et al,1997). Em geral sdo identificadas
trés estruturas distintas: os hepatocitos representados por estruturas coradas em Vermelho
(ndo puro), a fibrose representada por estruturas coradas em Azul (ndo puro) e ductos cuja
coloracdo ndo permite identificagdo automatica pelo sistema. Desta forma, serd empregado
um recurso denominado Limiar ou threshold que permite a analise do espectro dos trés canais
de cores RGB presentes na imagem. Na primeira analise da imagem, sdo marcadas as faixas
nos trés espectros que melhor representam o componente histologico em avaliacdo. Nesse
processo, algumas outras estruturas sao, ocasionalmente, contabilizadas em virtude da falta de
pureza da coloracdo. Para corrigir tal viés, o examinador realiza um ajuste fino das faixas dos
histogramas de cor de forma a eliminar estas estruturas indesejaveis como hemaécias, por
exemplo, que tem o espectro de cor vermelha, semelhante aos hepatdcitos.

Terminada essa etapa inicia-se um processo automatico para obter a area dos
componentes selecionados, que consiste em:

o Calibracdo da imagem, por meio do conjunto objetiva x optovar, para conhecer
a equivaléncia entre micrémetro e pixel (unidade basica de imagem) da imagem.

o Obtencdo do valor da area mediante soma de pequenos poligonos,

contabilizando uma area total da regido selecionada.



Assim, tendo o valor da érea total do quadro captado, e a area da regido selecionada,
pode-se calcular com precisdo a porcentagem dos componentes histologicos 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 analise de 30 campos com
aumento de 256X representa uma amostra significativa de cada lamina. Assim, faz-se a
captura sistematica por meio do Frammer Optico de, em média, 200 campos de cada lamina
que representam mais de 50% da area total de cada lamina, e o computador seleciona,
aleatoriamente, os 30 campos para a analise morfométrica.

A fracdo de volume, em percentagem, € obtida diretamente pela representacdo
proporcional da area dos elementos histoldgicos do figado, hepatocitos, fibrose, ductos
biliares e outros elementos histologicos. Adotando-se a equivaléncia entre a fragdo com o
volume ocupado pelos diferentes componentes teciduais e a respectiva massa, obtem-se as
fracbes absolutas estimadas de massa destes componentes, mediante produto da fracdo de
volume pela massa total do figado expressos em g/kg de peso corporal (ZIMMERMANN,
et al,1992).

A analise morfométrica das células estreladas hepaticas sera realizada com mesmo
equipamento descrito. Assim, por meio do auxilio do frammer Optico, seleciona-se
aleatoriamente 30 campos em cada lamina e com aumento, 400 vezes, faz-se de forma
interativa e independente da analise do software KS 400, a contagem das CEH na zona
metabolica hepatica 1. Os resultados sdo expressos mediante soma do numero de CEH em

cada um dos 30 campos obtidos de cada lamina.

QUANTIFICACAO DO REFLUXO ENTERO BILIAR E  TRANSITO
GASTRINTESTINAL

Reilly et al.(1990) e Arbds et al.(1992) estudaram o transito gastrintestinal, em ratos,
por meio de método cintilografico, que foi modificado em no nosso meio (DUTRA et

al,2007) para a avaliacdo do refluxo enterobiliar (REB).

APARELHAGEM

Para a determinacdo da dose do radiotracador sera utilizado um contador MICRO
CURIE METER modelo XL 1011, PHILLIPS. Na quantificacdo do REB sera utilizada uma
camara de Cintilagdo SIEMENS ORBITER COM COLIMADOR LEAP, Modelo DIGITRAC

75, llinois, USA, para contagem da radia¢do, no modo estatico.



RADIOTRACADOR
A dose de 3,7 MBq de tecnécio( **™Tc) sera combinada com 20 mg de FITATO DE
SODIO e 2 mg de cloreto estanhoso em forma liofilizada, sob alto vacuo (FITATO *™Tc -

IPEN, S&o Paulo) para ser empregada em cada animal.

TECNICA

O teste sera realizado, em média, ap6s noventa dias de pds-operatdrio nos animais
tratados. Serdo separados e mantidos sem ragdo nas vinte e quatro horas anteriores e sem
racdo e liquidos nas doze horas que precederam ao estudo. Serdo pesados e imobilizados
manualmente para a introducdo de um cateter maledvel n° 6 pela boca a ser posicionado no
estdmago. Pelo cateter serd administrado o radioisotopo diluido em 2 ml de solucgéo de cloreto
de sodio a 0,9%, com os animais acordados. A seguir, a sonda sera retirada. Adotamos um
tempo padronizado de 10 minutos entre cada animal, tempo este necessario para o isolamento
das pecas cirtrgicas. Quando faltar 30 segundos para completar o tempo de prova, que foram
padronizados em 15 minutos e 4 horas, 0s animais serdo rapidamente anestesiados com
Tiopental sodico. Ao se completar o tempo, realizamos a laparotomia sendo entdo obtidos os
segmentos viscerais por meio de dissecacdo e amarras com fios de algodao 4.0. Para impedir
a progressdo do radioisotopo com a manipulacdo das visceras, as amarras do jejuno e do
duodeno préximos a anastomose com a via biliar sdo realizadas como primeiro tempo
cirargico.

Peca n°l: Figado e via biliar: Ligadura do segmento intestinal logo abaixo da
anastomose biliojejunal. Na anastomose bilioduodenal, ligadura proximal e distal a mesma. A
seguir, ligadura e seccao dos vasos e dos ligamentos do figado.

Peca n° 2: Estbmago

Peca n° 3: Intestino delgado

Peca n° 4: Intestino grosso.

Peca n° 5: Y de Roux (subgrupo com anastomose biliojejunal).

As visceras sdo acondicionadas em dedos de luvas, individualmente, sendo
devidamente identificadas, para, a seguir, serem submetidas a contagem da radiatividade. Na
sequéncia , 0s animais serdo sacrificados.

Em cada pega, ¢ quantificada a emissdo gama emitida (“Kilocount”/minuto). Do valor
obtido é subtraida a radiatividade de fundo (BG). As somas dos valores correspondentes as

leituras das pecas serdo consideradas como 100%. A radiatividade emitida pelo figado e via



biliar, estbmago e segmentos intestinais sdo expressos em porcentagem deste total.

QUANTIFICACAO DA FUNQAO HEPATICA E DA PERMEABILIDADE DA VIA
BILIAR COM *M Tc DISIDA
Com a utilizagdo do *™Tc DISIDA pode-se avaliar a funcdo do hepatécito, a excrecdo

para a via biliar e a presenca deste radiotragador no intestino delgado (BALON et al., 1997).

APARELHAGEM

Para a determinacdo da dose do radiotracador é utilizado um contador MICRO CURIE
METER modelo XL 1011, PHILLIPS. No estudo da funcdo hepatica e da permeabilidade
hepatobiliointestinal é utilizada uma cadmara de Cintilaggo SOPHA DST COLIMADOR

LEAP, Illinois, USA, em modo dindmico, para contagem da radiacao.

RADIOTRACADOR

O is6topo empregado é o Tecnécio ( °™Tc) obtido a partir de um gerador de
Molibdénio fornecido pelo Instituto de Pesquisa em Energia Nuclear (IPEN- Sdo Paulo). A
dose de 37 MBq do radioisétopo € combinada com 10mg de DISIDA (N alfa 2,6 diisopropil
acetanilina do &cido iminodiacetico) e 0,3 mg de cloreto estanhoso bihidratado, em forma
liofilizada , sob alto vacuo(DISIDA *™ Tc -IPEN —S4o Paulo).

TECNICA

Baseada na descrita por Smith et al. (1978) que estudaram a farmacocinética de
diferentes radiofarmacos em estudos de cintilografia hepatobiliar em ratos.

Os exames sdo realizados, em média, apos noventa dias de pos-operatdrio nos animais
tratados. Sao separados e mantidos sem racdo nas vinte e quatro horas anteriores e sem racao
e liquidos nas doze horas que precederem o estudo. Serdo pesados e anestesiados com
Tiopental intraperitoneal e submetidos a dissecacdo da wveia jugular interna com o
posicionamento de um cateter fino (cateter umbilical 3,6 Fr x 41cm Becton-Dickinson), pelo
qual sera injetado o radiotracador. Imediatamente, sera iniciado o estudo dinamico, com fase
de fluxo sanguineo, durante 1 minuto (a cada 2 segundos) e fase funcional, durante 30
minutos (a cada 15 segundos) com areas de interesse (ROI) no coracéo, figado, vias biliares e
no intestino delgado. Sera avaliado o tempo de atividade hepatica maxima obtidas através da
curva tempo/atividade do radiotracador no figado (Tmax), e tempo de excre¢do da metade do

radiofarmaco injetado pelo paréngquima hepatico (T %), sendo excluidas as areas de atividade



intestinal. O tempo de surgimento da bile radiativa no intestino delgado, sera interpretado por
dois pesquisadores diferentes, que ndo conhecem 0s grupos, utilizando-se imagens estaticas.

A seguir os animais serdo submetidos a coleta de sangue para andlise bioquimica e a

laparotomia para biopsia hepética.
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PROTOCOLO N?

PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTACAO

1. Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Data Inicio: /[ Término: __ /[ _ |
2. Nome do Docente Responsavel:  José Sebastido dos Santos
Departamento: Cirurgia e anatomia Ramal: 2508
e-mail:  jsdsanto@fmrp.usp.br

3. Colaboradores: 1) Robson Azevedo Dutra

4. Titulo do Projeto ou Aula Prética:

Avaliacdo das lesdes hepaticas, da excrecdo hepatobiliar e do refluxo enterobiliar em ratos com
obstrucao biliar, submetidos as derivacdes bilioduodenal, biliojejunal em Y de Roux e biliojejunal com
descompresséo duodenal da alca jejunal exclusa.

Titulo do Projeto ou Aula Préatica, em inglés:

Evaluation of the of liver injuries, hepatobiliary excretion and enterobiliary reflux in rats with biliary
obstruction submitted to bilioduodenal, biliojejunal and biliojejunal anastomosis with decompression of
excluded jejunal limb.

5. Informacdes sobre o MODELO ANIMAL:
5.1 Procedéncia:
(x ) Biotério de criagéo
Especificar o biotério de criacéo: biotério central da faculdade de medicina de ribeirdo preto
() Animal silvestre (anexar autorizagdo para uso fornecida pelo IBAMA)

5.2 Descrigao da espécie:

Camundongo ( ) Rato ( X) Cobaia ( )
Hamster () Coelho ( ) Cao ()
Gerbil () Outro ()

Linhagem (ns):Wistar
Sexo: M (x ) F()
Idade e/ou Peso: 250 a 350 g

5.3 Existe planejamento estatistico para determinar o tamanho da(s) amostra(s)?
Sim (x) Nao ( )
Se ndo, justifiqgue: Planejamento estatistico j4 adotado para a linha de pesquisa em questédo, e
utillizado em teses de mestrado e doutorado elaboradas pelo programa de Pds — Graduacgao da
USP de Ribeirdo Preto.
“ Avaliaglao da excrecdo hepatobiliar e do refluxo enterobiliar em ratos submetidos as derivacdes
bilioduodenal e biliojejunal. Estudo experimental em ratos” Aluno : Robson Azevedo Dutra.
Orientador: Prof. Dr. José Sebastido dos Santos.
“Evolugéo da fibrose biliar secundaria em ratos tratados mediante derivacdes bilio-duodenal ou
bilio-jejunal com alga de Roux medindo 5, 10, 15 cm” Aluno: Harley Pandolfi Junior.
Orientador : Prof. Dr. José Sebastido dos Santos.






