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RESUMO

Foi estudado um modelo experimental de producao de
colangite aguda na vigencia de obstru¢ao biliar. Utilizou-se
32 ratos de Wistar adultos divididos em <grupo 1 ( 7 dias de
obstrugao biliar ), e grupo 1I ( 28 dias de obstrucao biliar
). Cada <grupo foi subdividido em dois subgrupos. Todos os
animais sofreram duas intervengdes. Na primeria operagao foi
realizada 1ligadura a cateterizagao da extremidade proximal
do ducto bhiliar com tubo de polietilenc PE-10, que foi
ocluldo e deixado sob a pele. Numa segunda operacao, da qual
foram excluidos o©os animais com complicagdes no periodo de
obstrugao biliar, o cateter foi recuperadoc do tecido celular
subcutaneo nos animais do grupo 1 apds 7 dias e no grupo II
apds 28 dias. Procedeu-se a colheita da bile para cultura e
injetou-se através do cateter solugao estéril de cloreto -de
sédio 0,9% nos subgrupos Ia e IIa ( controles ) e suspensgao
de Escherichia «coli 10% UFC/ml nos subgrupos Ib e IIb. Apds
um perliodo de observagao de 168 horas decorrentes desta
segunda operagao, os animails que nao morreram foram
sacrificados. No &bito ou sacrificio, foi colhida bile para
cultura e retirados o filgado e o ducto biliar comum para
exame histcpatoldgico. Nao houve mortalidade nos subgrupos
Ia e Ila e todas as culturas da bile foram negativas. Nos
subgrupos Ib e IIb, as culturas da bile foram negativas por
ocasiao da segunda operagao. A mortalidade apds a injegao de

bactérias intraductal foi de 90% para o subgrupo Ib, com 7



dias de obstrucao biliar prévia, e 75% para o subgrupo IIb,
com 28 dias de obstrucao biliar. Esta diferenga nao foi
estatisticamente significativa. Todos os animais apds a
injegao de bactérias, exceto doils nos quais a bile era
hemorrdgica, apresentaram a bille purulenta. Em todos a
cultura da bile desenvolveu FEscherichia coli. Os achados
microscdpicos mostraram uma correlagao negativa moderada
entre o tempo de vida apds a injegao de bactérias e as
varidveis inflamatdrias nos subgrupos 1Ib e IIb. O mesmo foi
encontrado para a variavel de microabscessc. As intensidades
de alteragodoes microscdpicas correlacionadas, tforam obtidas
de dados observacionais. Os resultados sugerem gue o modelo
utilizado alcangou o objetivo de produzir colangite aguda,
as alteragoes microscdpicas mais 1intensas do filgado, tipo
microabscesso, ocorreram nos animals que viveram por menor
tempo e que o periodo de obstrugao biliar prévia, quer 7-ou

28 dias, nao interferiu na mortalidade.



1 —TINTRODUGCAKO



Os doentes com colangite aguda apresentam altas

taxas de mortalidade que variam de 13 a 88%

5§,18,23,23,44,45,52,65,70

A colangite aguda é classicamente caracterizada

pelos seguintes silnais e sintomas: ictericia, dor e febre
com calafrios. A dor ou aumento da sensibilidade dolorosa
predomina no guadrante superior direito do abdome. Este

conjunto foi consagrado como triade de Charcot, gue assim a
descreveu pela primeira vez em 1877 11

ROGERS 53, em 1889, relatou 20 casos de autdpsias
nas quais encontrou colangite aguda supurativa. Em 1903,
operou uma paclente com este diagndstico e realizou drenagem
biliar externa com tubo de vidro. A paciente morreu na manha
seguinte da operagao.

REYNOLDS & DARGAN 52, em 1959, num relato de 5
casos, associaram mais dois sinais cllnicos a triade
de CHARCOT: choque e depressao do sistema nervoso central.
Enfatizaram a gravidade do quadro, ao qual denominaram de
colangite aguda obstrutiva, ressaltando a necessidade de
tratamento cirdrgico imediato.

GLENN & MOODY 2!  em 1961, descreveram 8 casos
semelhantes, denominando a doenga de colangite aguda
obstrutiva supurativa. Nesta época, na literatura americana,

haviam sido descritos 52 casos.



HAUPERT 23, em 1967, estudou 15 doentes de
colangite agsuda supurativa e concluiu que se deve fazer um

esforgo na prevenc¢ao da hipotensao e da insufiliciencia renal

aguda.

DOW & LINDENAUER !®, em 1969, analisando 46 casos
da literatura, encontraram uma mortalidade de 13% nos
pacientes que se apresentaram com a triade de Charcot e
pus na Arvore biliar, Nos pacientes com estes achados,

associados com hipotensao ou septicemia, a mortalidade se
elevou para 61%.

Admite-se, atualmente, a existencia de doilis tipos de
colangite aguda em seres humanos: a nao supurativa e a
supurativa %,4%.70 A nao supurativa & aquela em que
existe obstrug¢dao parcial da via biliar e ha& bactérias
detectadas na bile por cultura. Na supurativa, a obstrugao
pode ser total ou parcial e a bile & purulenta. A causa mais
comum de obstrug¢do parcial ou fatal da via biliar comum, ¢ a
coledocolitiase, muitas vezes em pacientes com intervengao
prévia sobre as vias biliares. As neoplasias do pancreas e
da adrvore biliar sao causas pouco freqlientes
5,18,20,21,23,43,50,57,65,70, Jndependente da causa, nem
sempre existe correspondéncia entre a gravidade avaliada por
dados clinicos e laboratoriais e os achados operatdrios.
Assim, doentes com bile purulenta podem ter poucas
repercussdes clinicas e o contrdrio pode acontecer guando

nao ha supuragado 20,65,70.



Encontram-se varias espéciles de bactérias na bile

na vigencia da obstrugao biliar e colangite aguda. A
bactéria mais freglente & a Escherichia coli
17,23,31,37,44,49,50,57,60_ S30 postuladas tres vias de
contaminagao da bile : 1infAtica, hematogénica e ascendente

através dos ductos biliares. As duas tltimas hipdteses sao
as mais aceitas 15,57,

Ao estudo microscdpico, as repercussoes teciduais
hepdticas e nos ductos biliares sao mais graves na forma
supurativa do gque na nao supurativa. As alteragoes
histoldgicas consistem de colangite aguda com leucdcitos
polimorfonucleares nos espagos porta e na luz dos ductos
biliares. Com a progressao do quadro infeccioso, surgem
exudatos neutrofllicos a nivel dos sinusdides. As formas
mais graves se caracterizam pela presenga de microabscessos
59 e abscessos nc parénquima hepidtico 7:35:

A endotoxemia conseqUente & obstrugao da via
biliar, pode promover lesao renal 1'79? coagulagao
intravascular disseminada ¢7, sangramento gastro intestinal
alto 16 e diminuigao da atividade do sistema reticulo
endotelial 23’é6 . A pressao da via biliar esta aumentada, o
que determinaria uma bacteremia mais acentuada 1%.36

Diante do interesse deste assunto, foi idealizado
este estudo experimental para produgao de colangite aguda
em ratos, com diferentes tempos de obstrug¢ao da via biliar.
Avaliou-se as repercussoes teciduais no flgado e no ducto

biliar comum em relagio a mortalidade.



2— REVISAO DA LITERATURA

Existem poucas descrigoes na literatura, de
modelos experimentais de produgdc de colangite aguda 1¢-2°%

34.54.62

Em ratos, sao frequentes os relatos das
repercussoes teciduais do flgado decorrentes da obstrugao

biliar 9-10.12.13.35.39.52.67  contudo descrigoes de modelos

experimentais de produgao de colangite aguda sao escassos

12.54.51.62

CAMERON ¢ | em 1932, publicou extensa revisao de
obstrugao biliar experimental em diversos animais. Fez o
primeiro relato das alteragoes histoldgicas do filgado -de
;atos submetidos & ligadura e secgao do ducto biliar comum
( DBC ), nas suas porgodoes alta, média e baixa. Observou as
alteragdes teciduais de maneira cronoldgica, de 1 hora até
48 semanas. De 2 a 11 dias de obstrugao, observou Aareas de
necrose focal dos hepatdcitos, acompanhadas de infiltrado
leucocitdrio e histiocitArio. Houve neoformagao de ductos
biliares, inicialmente nos espagos porta e, a partir do
sétimo dia, estendendo-se para o 1ldébulo hepatico. Tais
alteragodes foram acompanhadas de proliferagao de
fibroblastos, hiperplasia e hipertrofia das células de

Kupffer, e evidéncias de regeneragao hepatocelular pelo

(3]



aumento do nimero de mitoses. No periodo de 3 a 9 semanas
de obstrucao, extensas A4reas do 1ldbulce hepatico eram
constituldas por ductos neoformados e atrofia concomitante
de hepatdcitos, persistindo acentuada hiperplasia das

células de LKkupffer. Havia dilatagao dos canais biliares e

continuavam presentes as Aareas de necrose, muitas delas
representadas por tecido de reparagao. Nao malis se
observavam Aareas de infarto, porém podiam ser vistos

miltiplos pequenos abscessos. Relatou ainda a recanalizagao
do DBC em 5 animais examinados apds 19 ou mais dias de
obstrugao. Relatos posteriores 10 13 54 55 de alteragoes
histoldgicas do figado & microscdpia dptica, em ratos com
obstrug¢do biliar, nao trouxeram diferengas das descritas por
CAMERON 9

TRAMS E SYMEONIDIS 67 em 1957, demonstraram, em
dois modelos experimentais de ictericia obstrutiva em ratos,

a recanalizagao do DBC apds sua ligadura. Os animais que

sofreram ligadura e excisao de 8 a 10mm do ducto, nao
recanalizaram . Este modelo foi utilizado em outros estudos,
variando apenas na extensao da excisao do ducto

13,22,36,54,58,62,63,64

CAMERON & HASAN 10, em 1958, estudando as

alteragdes morfoldgicas e funcionais do figado, em ratos com

obstrugao biliar, fizeram um breve relato das alteragodes
microscdpicas da parede do DBC. Observaram que, apds 2
horas, J& ocorriam mitoses no epitélio ductal. Com a

progressao do tempo de obstrugdo, as dobras do epitélio se



retificavam e com 4 e 7 dias havia um aumento de
polimerfonucleares e macrdéfagos nas paredes do ducto, nesta
fase j& sacular. De 2 a 3 semanas, o DBC, com dimensdes de
até 6 X 4cm, apresentava bile amarelo-esverdeada ou
hemorragica.

RONAI & MAGAREY 34, em 1960, foram os pioneiros na
indugao de colangite aguda em ratos com obstrugao prévia do
DBC, através da injegao de Bacterium coli na veia porta ou
na veia cava inferior. Nos ratos sem obstrugao da via
biliar, nao houve alteragdoes histoldgicas apds injegaoc de
bactérias. Os animais que receberam 1njeg¢ao 1intravenosa de
bactérias, apds permanecerem 7 dias com obstrug¢ao da via
biliar, desenvolveram colangite aguda e todos morreram em Z
dias. Encontraram em alguns ratos, apenas com ictericia
obstrutiva, A&reas de abscessos hepdticos.

CHOU & GIBSON 12 em 1968, injetaram Escherichia
coli na veia cecal de ratos, com e sem obstrugao do DBC, e
avaliaram os achados microscdpicos. Os ratos sem obstrugao
nao apresentavam sinais de colangite aguda, enguanto gque nos
ratos com ictericia, as alteragoes foram evidentes.

LEE 32, em 1972, observou que a ligadura e secgao
do DBC deve ser feita logo abaixo da uniao dos ductos
hepidticos. Este procedimento promove obstrugao permanente da

via biliar, sem escape de bile para o intestino.



PETERSON & FUGIMOTO 4%, em 1973, em estudos da
absorgao de Agua e outros componentes da Arvore biliar de
ratos, utilizaram um tubo de polietileno PE-10 para
cateterizar a extremidade proximal do DBC, apds a sua
ligadura. Enfatizaram a necessidade deste procedimento ser
realizado no 1/3 proximal do DBC, para evitar a contaminagao
da bile por suco pancredtico.Esta cateterizagaoc também foi
utilizada por BOCKMAN 4, NEMCHAUSKY ET ALLI %! | NISHIURA
ET ALLTI 4¢ e UTILI ET ALLI €% para injegoes intrabiliares.

RAPER ET ALLI 51 e TOYOTA ET ALLI 66 wytilizaram o cateter

PE-50.

HOLMBERG et alli 26, em 1985, demonstraram que
mesmo com a excisao de 6 mm do DBC, pode ocorrer
recanalizagao. Propuseram novo modelo de ictericia
obstrutiva em ratos, com a 1interposigao do estomago e

duodeno entre as extremidades do DBC seccionado.

TANAKA et alli 2, em 1985, foram os primeiros a
descreverem um modelo experimental de sepsis em ratos com
obstrugao biliar crénica, pela injeg¢dao de bactérias no DBC.

Utilizaram ligadura e excisao de 5-8mm do DBC e reoperaram

os animais apds 21 dias, para 1injetarem diferentes
concentragoes de FEscherichia coli no ducto dilatado ou na
cavidade peritonial. Avaliaram a mortalidade e o quadro

clinico, demonstrando a septicemia fulminante no grupo em

que a injegac foi intraductal.



MEDEIROS et alli 3%, em 1988, fizeram uma
descrigao das alteragdoes microscdpicas do figado, em ratos
jovens, adultos e velhos, apds obstrugao biliar de até 40
dias. Encontraram fibrose septal <com regeneragao nodular
apenas nos animails jovens.

RAPER ET ALLI 5!, em 1989, cateterizaram a
extremidade proximal do DBC apds a sua ligadura,
introduzindo um tubo de polietileno PE-50. A extremidade
distal do tubo foi fechada e colocada no tecido celular
subcutaneo do rato. Apds 2 dias de obstru¢ao, recuperaram o
cateter do tecido celular subcutaneo, abriram-no e fizeram
injegao de Escherichia coli intraductal, com objetivo de

estudar o refluxo colangiovenoso das bactérias.



3= MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos, machos,
com peso de 265 a 400g, obtidos no ao biotério do Instituto
de Tecnologia do Parana | TECPAR ). Os procedimentos
cirirgicos foram realizados no Laboratdrio de Cirurgia
Experimental do Cursc de Pds-Graduagao em Clinica
Cirtirgica da Universidade Federal do Parand. Antes e apds os
procedimentos cirtrgicos, todos os animais foram deixados
com livre acesso a Adua e ragao, e submetidos a ciclo
artificial dia e noite.

Todos os animais foram submetidos & laparotomia,

ligadura distal do ducto biliar comum ( DBC ) e
cateterizagdo proximal com tubo de polietileno ( PE-10 ).
Foram divididos em 2 grupos conforme o periodo de obstrugao
@o DBC: grupo I, com 7 dias de obstrugao e grupo II, com 28
dias . Cada grupo foi subdividide em dois subgrupos,
conforme a solugao in,jetada através do cateter. No subgrupo
Ia(n=5), 5 animais receberam injegao de solugao estéril de
cloreto de sddio 0,9%; no subgrupo Ib(n=11), 10 animais
receberam injegdo de suspensiao de Escherichia coli 105
UFC/ml. No subgrupo IIa(n=3), 2 animais receberam injegao de
solugdo estéril de cloreto de sddio 0,9% e no subgrupo
IIb(n=13), 8 animais receberam injegdo de suspensao de

Escherichia coli 1085 UFC/ml.
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3.1- DA SUSPENSAO DE E.COLI

A suspensdao de Escherichia coli foi fornecida pelo
Laboratdrio de Microbiologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. Foi utilizada a Escherichia
coli ATCC ( American Tyvpe Culture Collection ) 25922
cultivada em Peptone-Yeast / Broth por 24 horas a 37\C, com

concentragaoc final de 10> UFC/ml

3.2- DA CULTURA DA BILE

As amostras de bile foram cultivadas em Agar-
sangue e 1ncubadas por 24-48 horas a 37\C. Foi pesquisada a
presenga de Escherichia coli através de identificagao
bioqulimica das colodonias, segundo o Manual de Microbiologia

Clinica da Sociedade Americana de Microbiologia 33,

11



3.3- DOS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.3.1- PRIMEIRA OPERAGAO

Em condigoes assépticas e sob anestesia inalatédria
com éter sulfirico, foi realizada laparotomia mediana de 3
cm de extensao. O ducto biliar comum foi identificado no
ligamento hepato-duodenal { figura 1 ) e 1solado na sua
porgao mediana numa extensao de 4mm. Tomou-se sempre o
cuidado de observar a localizagaoc do ducto pancredtico mais
alto para evitar sua lesao. A porgao distal do DBC isolado
foi ligada com fio algodao 4-0. O DBC foi puncionado losgo
acima desta ligadura com agulha 26 G 1/2 ( figura 2 )para
introdug¢iao do cateter de polietileno PE-10 com diametro
interno de 0,28mm (0,011") e diametro externo de 0,61imm
(0,024"), previamente esterilizado com o6xido de etileno. O
cateter foi introduzido na via biliar até encontrar
resisténcia, sendo entao tracionado por 3mm e fixado com

dupla ligadura de algodao 4-0 prdximo ao local de sua

12



Figura 1.
comum. B)
D) Duodeno

Anatomia da regiao operatdria.
Ligamento hepato-duodenal. C)

A)

Ducto biliar
Pancreas.

w



Figura 2. Pun¢ao do ducto biliar comum.
local da pung¢ao do ducto isolado.

A seta mostra o
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introdugao figura 3 ). Sempre verificou-se que estas
ligaduras estivessem abaixo da confluéncia dos ductos
hepdticos, sendo entao o DBC seccionado entre as ligaduras
proximal e distal. O comprimento total do cateter foil de
9cm. A porgao livre do cateter, pela qual houve sempre
refluxo de bile, foi duplamente ligada com fio de algodao 4-
0 figura 4 ) e colocada no tecido celular subcutaneo, num
tdnel criado do lgdo esquerdo da incisao. O fechamento da

parede abdominal foi relizado em dois planos de sutura.

3.3.2- SEGUNDA OPERAGZAO.

Os animais do grupo I foram reoperados com 7 dias
e do grupo II com 28 dias apds obstrugao do DBC.

Em condigdes assépticas e sob anestesia com éter,
através de wuma incisao de 0,5cm na pele, a extremidade
distal do cateter foi identificada no tecido celular
subcutaneo . Foi seccionado o cateter e colhidas 10 gotas |
0,1ml ) de bile ( figura 5 ) em recipiente estéril e
enviadas para cultura. O cateter foi ocluldo por uma
pinga. A seguir, 0,1lml de solugao estéril de cloreto de
sddio 0,9% ou de suspensao de Escherichia coli 105 UFC/ml

foi colocada dentro de um tubete de carpule previamente

esterelizado em édxido de etileno. Esse tubete foi colocado

15



il
Figura 3. Fixagao do cateter na extremidade proximal do
ducto biliar comum. A) Cateter. B) Dupla ligadura da porga
proximal do ducto sobre o cateter. C) Ligadura da :
extremidade distal do ducto. D) Duodeno
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Figura 4. Fechamento da extremidade distal do cateter.
Aspecto final da cateterizacao.
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Figura 5. Cateter seccionado e salda da bile na segunda
operagdo. Incisdo de 0,5 cm ( seta ).



na seringa, acoplada com agulha gengival 30 G curta que foi
conectada &4 extremidade distal do cateter ( figura 6 ).

A solugao estéril de cloreto de sdédio 0,9%
( subgrupos TIa Ila ) ou a suspensao de Escherichia coli
1065 UFC/ml ( subgrupos Ib e IIb ) foi injetada no DBC dos

animais apds soltar a pinga que oclula o cateter. A duracgao
da 1njegao foi de 40 a 60 segundos. A extremidade
exteriorizada foi oclulda novamente por dupla ligadura com
fio de algodao 4-0 e recolocada no tecido celular

subcutaneo. Sutura da pele com 1 ponto.

Figura 6. Conjunto preparado para injegao através do
cateter. A) Seringa carpule. B) Tubete. C) Agulha gengival
30 G curta. D) Cateter.
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3.4- EVOLUGAO E SACRIFICIO

Os animais foram observados diariamente no periodo
de obstrucao biliar. Os animais que morreram nesta etapa,
foram excluidos da avaliagao histoldgica, bem como os que
morreram no ato anestésico ou tiveram infecgao da parede
abdominal, exceto wum animal do subgrupo Ila, por ser
controle.

Apds a segunda operagao, a observagao foi feita a
cada 4 horas durante 168 horas. Quando o0os animails
apresentavam sinais de sofrimento grave, a observagao
clinica passou a ser mais repetida, até a morte.

No dbito ou sacrificio, o abdome foi aberto e
realizada uma inspegao macroscdpica das visceras. A bile foi
colhida bile de forma asséptica e enviada para cultura. O
figado e o DBC foram retirados e imediatamente mergulhados

em formol a 10%. Apds a fixagao, foram colhidas amostras do

figado e do DBC, representativas das diferentes lesoOes
observadas & macroscopia. As amostras foram processadas
automaticamente | processador de tecidos AUTOTECHNICON ) s

incluldas em parafina e submetidas a microtomia com cortes
de 4 micrometros de espessura. Foram coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina e em alguns casos, pelo tricromio de
MALLORY.

O estudo anadtomo-patoldgico foi realizado no
Servigo de Anatomia Patoldgica do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Paranéa.
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3.5 AVALIAGAO HISTOLOGICA.

Baseados em estudos histoldgicos prévios
9,10,12,13,35,39,52,67 de obstrugao do DBC, em ratos, foram

estudadas as seguintes alteragoes:

3.5.1) filgado

A - Obstrutivas

- colestase

- proliferagao ductal

B - Inflamatdrias

- congestao ou dilatagao vascular

- edema portal

- infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear

- infiltrado inflamatdrio monomorfonuclear

- hiperplasia das células de Kupffer

- exocitose polimorfonuclear no epitélio ductal,

edema e necrose dos ductos.

Cc - Degeneragao, necrose celular e alteragdes

infecciosas:



- necrose coagulativa

- exsudagao neutrofilica sinusoidal

- necrose supurativa - microabscesso
- necrose supurativa - abscesso
D - Regeneragao celular.

- mitoses e binucleagao dos hepatdcitos

- nddulos de hepatdcitos

E - Fibrose

- periductal

- septos

F - Cirrose

3.5.2) Ducto biliar comum.

A - Inflamagdao aguda

B - Ulcera

C - Gangrena



F - Abcesso

Yuando nao houve ocorrencias ae alteragoes,

convencionou-se chamar ausente | O ). @Quando encontradas,
foram graduadas como: discreta ( + ), moderada ( ++ ) e
acentuada | +++ ). Nas alteragdes do ducto biliar comum foi
utilizada a mesma graduagao ( O a +++ ). A gangrena do DBC
foi classificada apenas se ausente ( O ) e presente ( + 1. O

item proliferagdo ductal foi classificado: se limitado ao

espago porta ( + ), até a lamina limitante ( ++ |} & com

invasao do ldbulo hepdtico ( +++ ).

3.6- Método estatistico
O grau de significancia estatistica foi determinado
para p < 0,05 em todos os testes realizados.

Foram confeccionadas tabelas de duas entradas com
aplicagao do teste de correlagcao de Pearson para avaliacao
do tempo de vida e as variaveis de alteragdes obstrutivas;
inflamatdrias; de degeneragao, necrose celular e infecciosas
do figado, e para as alterag¢des do DBC.

A diferenga de mortalidade entre os subgrupos Ib e

IIb foi <calculada pelo teste de probabilidade exata de

Fisher.

[S%)
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4 . RESULTADOS

4.1. EVOLUGAO CLINICA E CONTROLE BACTERIOLOGICO.

Dentre os 16 animais do grupo 1, nao houve morte

espontanea no perlodo de 7 dias de obstrugao biliar e a

cultura de bile colhida na ocasiao da segunda operagao foi
negativa em todos.

Subgrupo Ia ( Controle com injegao de solugao

estéril de cloreto de sddio 0,9% ): na ocasiao da segunda

operagao, dois animais apresentavam 1infecgao de parede,

sendo excluidos. Nao houve mortalidade neste subgrupo
( tabela I ) até o final da segunda etapa de observagao, que
correspondeu a 168 horas. Todas as culturas da bile foram

negativas e nenhum animal apresentou sinais de infecgao
demonstrados pela piloeregao, taquipnéia e letargia.
Subgrupo Ib ( injegao de bactérias ) : constituldo
por 11 animais. Um foi excluldo por morrer na anestesia da
segunda operagao. O tempo de vida, apds a segunda etapa,
estd demonstrada na tabela I. Apenas 1 animal deste subgrupo
sobreviveu a 168 horas e foi sacrificado. Cerca de 4 horas
apds a 1injegao da suspensao de Escherichia coli, todos os
ratos apresentavam piloeregao. A taquipnéia foil crescente,
assim como foi progressiva a letargia. Minutos antes de suas
mortes, nao apresentavam reagaoc a estimulo doloroso. Em
todos os animais a cultura de bile apresentou

desenvolvimento de Escherichia coli.
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TABELA I

TEMPO DE VIDA APOS INJEGAO DE SORO FISIOLOGICO ( SUBGRUPOS
IA E ITIA ) OU SUSPENSAO DE ESCHERICHIA COLI ( SUBGRUPOS IB E
IIB ) NO DBC ( HORAS )

Rato Subgrupo Ia Subgrupo Ib Subgrupo IIa Subgrupo Ilb
n\

1 168 30 168 12
2 168 36 168 1.2
3 168 60 * 24
4 = 12 - 30
5 = 72 = 72
6 - 12 - 120
i = 90 = 168
8 ~ 96 - 168
9 = 120 = =
10 = 168 - -

* Obito apds 26 dias de obstrucgido

DBC = Ducto biliar comum



Dos 16 animais do grupo 11, 3 morreram no perilodo
de obstrug¢ao biliar sendo um por evisceragao e dois por
coleperitonite. Um morreu na anestesia da segunda operagao.
Dols apresentaram infecg¢ao de parede, abscesso ao redor do
cateter e bile purulenta na segunda operagao. Destes ©6
animais, nos quals houve 1intercorrencia, 5 foram excluildos
da avaliagao histoldgica. Um foi mantido por pertencer ao

grupo controle.

Subgrupo Ila ( injegao de solugao estéril de
cloreto de sdédic 0,9% ): constituldo por 3 animais. Um
animal morreu no vigésimo sexto dia por coleperitonite,
conseqliente & ruptura do ducto e a cultura da bile

desenvolveu Escherichia coli. Clinicamente apresentou apenas
piloeregao. Os outros dois animais nao apresentaram sinais
de infecg¢ao e as culturas da bile foram negativas. O tempo
de vida estd demonstrado na tabela I.

Subgrupo IIb ( injegao de bactérias ): constituildo
de 8 animais, com tempo de vida mostrado na tabela 1. As
culturas de Dbile, colhidas na segunda operacgao, foram
negativas. Dois animais sobreviveram apdés a 1injegao de
bactérias pelo periode de 168 horas, gquando foram
sacrificados. O quadro clinico foi semelhante ao subgrupo
Ib, e todos desenvolveram na cultura da bile Escherichia
coli.

A diferenga entre a mortalidade dos subgrupos Ib e
ITb nao foi estatisticamente significante para p < 0,05,

( Tabela II ).
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TABELA TITTI

DIFERENGAS DE MORTALIDADE NO INTERVALO DE 168 HORAS APOS A

INJEGAO DE BACTERIAS

Subgrupos Total de ratos

Ib 10

IIb 8

Nﬁmero,&giébltos

r)

0,4118




4.2 MACROSCOPIA

Na ocasiao do d&dbito ou sacrificio, foi feita

abertura da cavidade abdominal e avaliou-se o DBC e o

figado.
Foi encontrada ascite em 4 animais do grupo I1.
No animal n\ 7 do subgrupo IIb havia fibrina e pus
na superficie diafragmdtica do filgado e no animal n\ 3 do
subgrupo Ila, havia fibrina e pus em toda cavidade

abdominal.
Sempre ocorreram aderéncias entre a extremidade do
DBC obstruido, o epiplon e o duodeno ( figura 7 ), sendo que

algumas Areas do ducto dilatado estavam livres de aderéncia

( figura 8 ). A dilatagao sacular do DBC foi mais acentuada
no grupo II ( figura 9 ) em relagao ao grupo I ( figura 10
). Na colheita da bile para cultura, em um animal do

subgrupo Ib e em outro do subgrupo IIb, esta era hemorrdgica
( figura 11 ). Nos demais apresentou-se francamente
purulenta | figura 12 ), € nos animais sacrificados, que
atingiram 168 horas de evolugao, apresentava-se também com
grumos. Em todos os animais a mucosa estava edemaéiada
( figura 13 ) e recoberta por fibrina
( figura 14 ) 4 porém mais acentuada nos animais que

receberam injeg¢ao de bactérias ( figura 15 ).
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Figura 7. Aderéncias na extremidade proximal do ducto biltar
comum apds 7 dias de obstrugao, 72 horas apds a injegao de
bactérias. A) Cateter. B) Epiplon. C) Pancreas. D) Duodeno.
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Figura 8. Ducto biliar dilatado por obstrugdo de 7 dias,
72 horas apds a injegdo de bactérias, com area livre de

aderéncias. A) Ducto biliar comum. B) Duodeno
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Figura 9.

Ducto biliar comum dilatado por obstrugao de 28-

dias, 72 horas apds injegao de bactérias. A) Cateter. B)

Ducto biliar comum. C) Estomago. D) Figado




Figura 10. Ducto biliar comum dilatado por obstrugao de 28
dias, 72 horas apds injegdo de bactérias. A) Ducto biliar
comum. B) Extremidade proximal do ducto biliar. C) Cateter

com extremidade ocluilda.
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por obstrugao de 7-

Ducto biliar comum dilatado

Figura 11.

dias e 36 horas apds a injegao de bactérias, contendo bile

hemorrdgica. A) Cateter com bile hemorragica. B) Duodeno.

C) Ducto biliar comum.



Figura 12. Bile purulenta.



Figura 13.
dias. Aberto 168 horas apds a injegao de soro fisioldgico.
Edema da mucosa. A) Extremidade do cateter. B) Dupla

ligadura de fixagao. C) Cateter intraductal. D) Mucosa com

edema.
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Figura 14. Ducto biliar comum dilatado por obstrugao de 7-
dias. Aberto 168 horas apds a injeg¢do de soro fisioldgico.

Area de fibrina. A) Cateter intraductal B) Mucosa com

fibrina.



Figura 15. Ducto biliar comum dilatado por obstrugao de 7
dias. Aberto 36 horas apds a injegao de bactérias. Mucosa-
recoberta por fibrina. A) Cateter intraductal. B) Mucoa

recoberta por fibrina. C) Duodeno.
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A superficie hepitica apresentava granulacodes

amareladas figsura 16 ) em dois animais do subgrupo Ia, 7
animals dc subgrupo Ib, um animal do subgrupo Ila e 4
animals do subgrupo Ilb. O figado sempre se apresentava
congesto, discretamente aumentado de tamanho, com bordos
rombos ( figura 17 )

38

Figura 16. Superficie hepdtica com granulagoes amareladas.

A) Abscesso hapitico. B) Esdfago C) Estomago.
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Figura 17. Figado congesto com bordos rombos. A)

biliar comum.

porta.

B)

Rim direito.

C)

Veia cava

Ducto

inferior. D)

Veila



4 .3 MICROSCOPIA

4.3.1 - Figado

A- Alteragoes obstrutivas.

Niao foram vistos ductos e canaliculos com contetdo
de coloragao biliar, assim como em nenhuma das laminas foi
encontrado infarto biliar.

No grupo I, apenas o animal n\ 3 do subgrupo Ia,
a proliferagao ductal ultrapassou a lamina limitante. Nos
demais, este fato se limitou ao espago porta e 4 lamina
limitante | figura 18 ). A arquitetura do ldbulo estava

preservada neste grupo.

No grupo II houve proliferagdao ductal intensa com
invasdo do 16bulo em substituicho ac parénguima hepatico. Os
animais numero 3 do subgrupo Ila e numero 7 do subgrupo IIb
foram excessges, pois a proliferagao ductal nao ultrapassou

a lamina limitante. Nestes animais ocorreu a perfuragao do

ducto biliar comumn.

B- Alteragoes inflamatorias.
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No subgrupo Ia houve uma ténue dilatagao ou
congestao vascular. Foi observado edema portal e infiltrado
inflamatdrio agudo e cronico discretos. A hiperplasia das
células de Kupffer foi muito discreta no rato ntlmero 1,
porém nos animais numero 2 e nimero 3 foi moderada

( tabela III ).
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ALTERAGOES

TABELA I ITI

INFLAMATORIAS DO FIGADO

Subgrupo Ia

Rato Tempo Conge. Edema Infil. Infil. Hiper. Exocito.
n\ de ou Di. Port. Infl. Infl. Ce. de PMN
Vida Vascu. PMN MMN Kupft. Edema e
(h.) Necro.
dos

_ — T — Ductos__
1 168 O + - + + O
2 168 @) + + - ++ +
3 168 O + + - ++ -
Legenda:
Conge. = Congestao O = Ausente
Di. = Dilatagao + = Discreto
Port. = Portal ++ = Moderado
Infil. = Infiltrado +++ = Acentuado
Infl. = Inflamatdrio
Hiper. = Hiperplasia
Ce. = Células PMN = polimorfonuclear
Kupf. = Kupfer MMN = monomorfonuclear
Exocito. = ExXxocitose
Necro. = Necrose
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Figura 18. Alteragdes teciduais do figado por obstrucao

biliar de 7 dias, 30 horas apds injegdo de bactérias. |

Hematoxilina e eosina, 400x ). Espago porta alargado,
epitélio ductal biliar tumefeito e microabscesso ( A
)prdximos a lamina limitante ( B ). Nao h& 1invasao do

lébulo por ductos neoformados.
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Figura 19. Alteragdes teciduais do flgado por obstrugao

biliar de 28 dias, 168 horas apds a injegao de soro
fisioldgico ( Hematoxilina e eosina, 100x ). Intensa %
proliferagao ductal ( A ), veia central ( B ) e espago porta

(C).



No subgrupo Ib, as alteragdes foram mais intensas

nos animals com tempo de vida mais curtc ( tabela IV ).
Assim, os anlimails com tempo de vida de até 72 horas
apresentaram alteragdes inflamatdrias mais intensas. Para

estas variaveis inflamatdrias, houve correlagac inversa com
c tempo de vida ( tabelas V, VI, VII, VIII ) s
No subgrupo IIa, as alterag¢des inflamatdrias foram
consideradas discretas ou ausentes | tabela IX ). A
hiperplasia das células de Lkupffer foram também discretas.
No animal ndmero 3, em que houve perfuragao espontanea do
ducto comum, a hiperplasia adquiriu grau moderado.
No subgrupo IIb ( tabela X ), até 30 horas apds a
injegao de bactérias, houve alteragdes intensas. O animal n\
7 teve alteragoes dicretas. Houve correlagao inversa

moderada entre os parametros inflamatdrios e o tempo de vida

para as varidveis de congestao ou dilatagao vascular
( tabela XI ), edema portal ( tabela XII ) s infiltrado
inflamatdrio polimorfonuclear ( tabela XIII ) e hiperplasia

das células de Kupffer ( tabela XIV ).

c - Alteragoes de degeneragao, necrose celular e

infecciosas.

Nao houveram alteragdes infecciosas no subgrupo Ila
( tabela XV ) e Ila ( tabela XVI ) Ocorreu necrose

coagulativa de discreta a moderada neste subgrupo.

45



TABELA IV

ALTERAGOES INFLAMATORIAS DO FIGADO

Subgrupo 1Ib

Rato Tempo Conge. Edema Infil. Infil. Hiper. Exocito.
n\ de ou Di. Port.. Infl. Int 1 Ce. de PMN
Vida Vascu. PMN MMN Kupf. Edema e
(k. ) Necro.

dos
Ductos

1 30 +++ +++ +++ +++ ++

2 36 +4++ +++ +++ ++ ++

3 60 ++ ++ ++ +++ ++

4 72 +++ +++ + +++ ++

5 72 ++ ++ +++ +++ ++

6 72 ++ ++ + i +++

7 90 + + + +++ +

8 96 + + + ++ ++

9 120 + + + ++ ++

10 168 + + 0 + +

Legenda:

Conge. = Congestao O = Ausente

Di. = Dilatagao + = Discreto

Port. = Portal ++ Moderado

Infil. = Infiltrado +++ = Acentuado

Infl. = Inflamatdrio

Hiper. = Hiperplasia PMN = Polimorfonuclear

Ce. = Células MMN = Monomorfonuclear

kupf. = Kupfer

Exocito. = Exocitose

Necro. = Necrose
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TABELA V

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO A CONGESTAO OU DILATAGAO
VASCULAR: SUBGRUPO IB

+++  ++ 4+ QO
Tempo(h) Totais ( n )
30-36 2 - = - 2
60-72 1 3 - - 4 r = - 00,7987
90-96 - - 2 - 2
>120 - - -2 - 2
Totais 3 3 4 0 10
{ n\ de

ocorréncias )



TABELA VI

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO AOEDEMA PORTAL: SUBGRUPO IB

C4++ 4+ o+ 0
Tempo(h) Totais ( n )
30-36 2 = = = 2
60-72 1 3 = = 4 r = -0,7987
90-96 = - 2 - 2
>120 = - 2 - 2
Totais 3 3 ! 0 10

( n\ de
ocorréncias )



TABELA VITIT

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO COM O INFILTRADO INFLAMATORIO
POLIMORFONUCLEAR: SUBGRUPO IB

_+++ ++ o+ 0
Tempo(h) Totais ( n )
30-36 2 - = = 2
60-72 1 1 2 - 4 r = - 0,8224
90-96 - - 2 - 2
>120 - = 1 1 2
Totais 3 1 5 1 10
( n\ de

ocorréncias )



TABELA VITITTI

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO AHIPERPLASIA DAS CELULAS DE
KUPFFER: SUBGRUPO IB

+++ ++ + 0
Tempo(h) Totais ( n )

30-36

[\
|
|
|
[\

60-72 4 - = . 4 r = -0,8870
90-96 1 1 - - 2

>120 - 1 1 - 2

Totais T 2 1 0 10

( n\ de

ocorréncias )
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TABELA IX

ALTERAGOES INFLAMATORIAS DO FIGADO
Subgrupo Ila

Rato Tempo Conge. Edema Infil. Thfil. Hiper. Exocito.
n\ de ou Di. Port. Infl. Infl. Ce. de PMN

Vida Vascu. PMN MMN kupt. Edema e

(h.) Necro.

dos

o R o ~Ductos___
1 168 @) + + + + +
2 168 0] + - + + +
3 X 0 + - + ++ +
¥ Obito no 26\ dia de obstrugao biliar
Legenda:
Conge. = Congestao O = Aunsente
Di. = Dilatagao + = Discreto
Port. = Portal ++ = Moderado
Infil. = Infiltrado +++ = Acentuado
Infl. = Inflamatdrio
Hiper. = Hiperplasia PMN = Polimorfonuclear
Ce. = Células MMN = Monomorfonuclear
Kupf. = Kupfer .
Exocito. = Exocitose
Necro. = Necrose




TABELA X

ALTERAGOES INFLAMATORIAS DO F1GADO

Subgrupo I1b

Rato Tempo Conge. Edema Infil. Intil. Hiper. Exocito.
n\ de ou Di. Port. Infl. Infl. Ce. de PMN
Vida Vascu. PMN MMN Kupf. Edema e
(h.) Necro.
dos
- . Ductos
1 12 ++ +++ ++ + ++ +++
2 12 +++ +++ +++ - +++ +++
3 24 ++ ++ + - ++ ++
4 30 ++ +++ ++ + ++ +++
5 72 ++ ++ + + ++ +
6 120 + * + + + +
7 168 0 0 0 - 0 +
8 168 + ++ + + + ++
Legenda:
Conge. = Congestao O = Ausente
Di. = Dilatagao + = Discreto
Port. = Portal ++ = Moderado
Infil. = Infiltrado +++ = Acentuado
Infl. = Inflamatdrio
Hiper. = Hiperplasia PMN = Polimorfonuclear
Ce. = Células MMN = Monomorfonuclear
Kupf. = Kupfer
Exocito. = Exocitose

Necro. = Necrose

N



TABELA XTI

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO
VASCULAR: SUBGRUPO IIB

A

CONGESTAO OU DILATAGAO

+44

++

Tempo

24 =

~1
no
|

120 =

168 =

Totais

0o

Totais 1
( n\ de
ocorréncias

N

(

r

-0,8889



TABELA XIIT

TEMPO DE VIDA EM RELAGAO AO EDEMA PORTAL:

44+ ++ 0__
Tempo(h) Totais
12 2 = = 2
24 - 1 - 1
30 1 - = 1
72 = 1 = 1
120 - = - 1
168 = 1 1 2
Totais 3 3 1 8
( n\ de

ocorréncias )

(

n

)

SUBGRUPO IIB



TABELA XITITI

TEMPO DE VIDA EM RELAGAO AO INFILTRADO INFLAMATORIO
POLIMORFONUCLEAR: SUBGRUPO IIB

A ++ + 9
Tempo(h) Totais ( n )
12 1 1 - = 2
24 = = 1 = 1
30 = 1 = = 1 r = -0
12 —~ - 1 = 1
120 - = 1 = 1
168 = = 1 1 2
Totais 1 Z 4 1 8
( n\ de

ocorréncias )

(9]
(8]



TABELA XTIV

TEMPO DE VIDA EM RELAGAO A HIPERPLASIA DAS CELULAS DE
KUPFFER: SUBGRUPO IIB

+++ 4+ + 0_

Tempo(h) Totais ( n )

12 1 1 = . 2

24 = 1 - = 1

30 - 1 = - 1 r = -0,8889
72 - 1 — - 1

120 - = 1 = i}

168 = = 1 1 2

Totais 1 4 2 1 8

( n\ de
ocorréncias )



TABELA XV

ALTERAGOES DE DEGENERAGAO, NECROSE CELULAR E INFECCIOSAS

Subgrupo 1Ia

Rato Tempo Necrose Necrose Necrose Necrose
n\ de Coagul. Supura. Supura. Supura.
vida Flegmo. Microa. Absces.
(horas)
1(13) 168 + O O @)
2(17) 168 ++ O O 0]
3(18) 168 + O ) @]
Legenda:
Supura. = Supurativa O = Ausente
Flegmo. = Flegmonosa + = Discreto
Microa. = Microabscesso ++ = Moderado
Absces. = Abscesso +++ = Acentuado
Coagul. = Coagulativa




TABELA XVI

ALTERAGOES DE DEGENERAGAO, NECROSE CELULAR E INFECCIOSAS

Subgrupo Ila

ﬁato Tempo Necrose Necrose Necrose Necrose

n\ de Coagul. Supura. Supura. Supura.
vida Flegmo. Microa. Absces.

~_ (horas)

1 168 ++ @) 0 0

2 168 ++ ) 0 0

3 168 + O (0] O

Legenda:

Supura. = Supurativa O = Ausente

Flegmo. = Flegmonosa + = Discreto

Microa. = Microabscesso ++ = Moderado

Absces. = Abscesso +++ = Acentuado

Coagul. = Coagulativa
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No subgrupo Ib ( tabela XVII ), as alteracodes
infecciosas representadas por exsudato neutrofillico
sinusoidal e microabscesso foram mais l1ntensas até 72 horas
{ figuras numero 20, 21, 22 e 23 ) apds a injegao de
bactérias, enquanto a presenga de abscesso se verificou apds
este periodo figura 24 ). As alteragoes de necrose
coagulativa se situaram entre discretas e moderadas. Houve
correlagao negativa moderada entre o tempo de vida e as
varidveis de necrose coagulativa ( tabela XVIII ), exudato
neutrofilico sinusoidal ( tabela XIX ) e microabscesso

( tabela XX ).

No subgrupo IIb ( tabela XXI ), encontrou-se
exudato neutrofilico sinusoidal e microabscesso mais
acentuado até 30 horas de vida ( figuras 25, 26 e 27 ). Nos

animais nlmero 7 e numero 8, as alteragodoes foram semelhantes
ao subgrupo IIa | subgrupo controle ). Houve correlagao
entre o tempo de vida e a ocorréncia de microabscesso

( tabela XXII ), também inversa e moderada.

D- Alteragdes de regeneragao celular

Em todos os animais examinados demonstrou-se a
ocorréncia de mitoses e binucleagao dos hepatdcitos, bem
como hipertrofia nuclear. Nao ocorreu transformagao nodular

do parénquima hepatico.
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TABELA XVIT

ALTERAGOES DE DEGENERAGAO, NECROSE CELULAR INFECCIOSA

Subgrupo Ib

ﬁato Tempo Necrose Necrose Necrose Necrose
n\ de Coasgul. Supura. Supura. Supura.
vida Flegmo. Microa. Absces.
(horas) -
1({Fso) 30 ++ +++ +++ O
2(7.6) 36 ++ ++ +++ 0
3(T7:1) 60 ++ ++ + 0
4(7.2) T2 ++ + +++ ++
5(7.10) 72 ++ ++ ++ +++
6(7.16) 12 ++ + ++ ++
T(7:.3) 90 + + + ++
8(7.7) 96 + + + ++
9(7.4) 120 + 0 + +++
10(7.8) 168 + 0 0 ++
Legenda:
Supura. = Supurativa O = Ausente
Flegmo. = Flegmonosa + = Discreto
Microa. = Microabscesso ++ = Moderado
Absces. = Abscesso +++ = Acentuado
Coagul. = Coagulativa
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TABELA XVIIT

TEMPO DE VIDA EM RELAGAO A NECROSE COAGULATIVA

Subgrupo 1Ib

4+ ++ + 0
Tempo(h) Totais ( n)
30-36 = 2 = = 2
60-72 - 4 = - 4 r = -0,7858
90-96 - - 2 - 2
<120 - - 2 - 2
Totais 0 6 4 0 10
( n\ de
ocorréncias )

TEMPO DE VIDA

TABELA XIX

EM CORRELAGAO COM EXUDATO NEUTROFILICO

SINUSOIDAL
Subgrupo Ib

4+ ++ + 0
Tempo(h) Totais ( n )
30-36 1 1 - - 2
60-72 - 2 2 - 4 r = -0,8832
90-96 - - 2 - 2
>120 - - - 2 2
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TABELA XX

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO COM NECROSE SUPURATIVA-
MICROABSCESSO: SUBGRUPO IB

+++ 4+ o+ 0
Tempo(h) Totais ( n )
30-36 2 = - - 2
60-72 1 2 1 - 4 r = -0,8283
90-96 = = 2 - 2
>120 - - 1 1 2
Totais 3 3 4 2 10

( n\ de
ocorréncias )



TABEL A XXT

ALTERAGOES DE DEGENERAGAO, NECROSE CELULAR E INFECCIOSAS:
SUBGRUPO IIB

ﬁato Tempo Necrose Necrose Necrose Necrose

n\ de Coagul. Supura. Supura. Supura.
vida Flegmo. Microa. Absces.

~_{(horas)

1 12 ++ O + @)

2 12 + +++ ++ -

3 24 +4+ ++ ++ ++

B 30 + ++ + +

5 72 + + + +

6 120 ++ + + +++

7 168 0 0 0 O

8 168 - + 0 0

Legenda:

Supura. = Supurativa O = Ausente

Flegmo. = Flegmonosa + = Discreto

Microa. = Microabscesso ++ = Moderado

Absces. = Abscesso +++ = Acentuado

Coagul. = Coagulativa




TABELA XXTITIT

TEMPO DE VIDA EM CORRELAGAO A NECROSE SUPURATIVA-
MOCROABSCESSO

Subgrupo IIb

___F*F k- + 0

Tempo(h) Totais ( n )

12 = 1 1 - 2

24 - 1 = = 1

30 - = 1 - 1 r = -0,8399
72 = = 1 - 1

120 = = 1 = 1

168 = - = 2 2

Totais 0 2 4 2 8

( n\ de
ocorréncias )



Figura 20. Alteragdes teciduais do figado por obstrugao -

biliar de 7 dias, 30 horas apds a injegao de bactérias. |

Hematoxilina e eosina, 100x ). Inlmeros microabscessos ( A )

e Areas de exsudato neutrofllico sinusoidal ( B ).
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Figura 21. Alteragoes teciduais do figado por 7 dias de

obstrugao biliar , 36 horas apds a injegao de bactérias.
Hematoxilina e eosina, 400x ). Dois microabscessos ( A )
meio ao ldbulo hepAtico, congestdao sinusoidal ( B ) e

células de Kupffer proeminentes ( C ).

em



Figura 22. Alteragoes teciduais do figado por obstrugao

biliar, 72 horas apds a injegao de bactérias. ( Hematoxilina
e eosina, 400x ). Espago porta alargado por edema ductos
biliarescom colangite supurativa, ruptura focal do epitélio

ductal ( A ) e bactérias intraducto ( B ).



Figura 23. Alteragdes teciduais do figado por obstrugao

biliar de 7 dias, 72 horas apds a injegdo de bactérias. |
Hematoxilina e eosina, 400x ).Ducto biliar original ( seta
) com epitélio achatado, exsudato purulento com colonias

bacterianas na luz e ruptura para o conjuntivo portal.
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Figura 24. Alteragdes teciduais do figado por obstrucgao

biliar de 7 dias, 90 horas apds a injegao de bactérias. |

Hematoxilina e eosina,

central ( seta ).

100x

).

Ldbulo hepdtico com abscesso
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Figura 25. Alteragdes teciduais do figado por obstrugao
biliar de 28 dias, 12 horas apds a injegao de bactérias.
Hematoxilina e eosina, 400x ). Ducto biliar original
dilatado ( seta ) com epitélio achatado e degenerado.
Exsudato purulento na luz, junto ao material proteinaceo.

Edema e congestao portal acentuados.

(
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Figura 26. Alteragdes teciduais do figado por obstrugao
biliar de 28 dias, 30 horas apds a injegao de bactérias.
Hematoxilina e eosina, 100x ). Areas focals de necrose
coagulativa ( A ) com microabscesso central ( B ). A
esquerda hA hepatdcitos preservados, &4 direita ductos

biliares neoformados.

(

~]
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Figura 27. Alteragdes teciduais do figado por obstrugao
biliar de 28 dias, 72 horas apds a injegao de bactérias. |
Hematoxilina e eosina, 400x ).Hepatdcitos preservados a
esquerda, necrose coagulativa central e microabscesso 4

direita.



E- Alteragoes de Fibrose

formaca de tecidc fibroso periductal foi
escassa ¢ esporadica nos animals dos ¢grupos 1 ( figura 28
e I1 ( figura 29 ) Nao houve formagao de septos fibrosos.

F- Cirrose

Nenhum animal desenvolveu cirrose nepatica.

1.3.2-Ducto biliar comum

alteracoes sobre o DBC ( figuras 30 e ] nos

subgrupos sac mostrados nas tabelas ( XXII1, XXI\, XXV ¢
XXNT ) . Nac houve correlagao entre o tempo de vida apds
injegao de bactérias ¢ as alteragoes do ducto biliar,

Ocorreu gangrena na parede do ducto no animal n\ 3 do

subgrupo IIa e nos animais n\5 e n\ 7 do subgrupo IIb.
’ A

Figura 28- Conjuntivo fibroso normal em azul ( tricrémico de

Malloryv- 400x ).
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TABELA XXTITIT

ALTERAGOES DO DUCTO BILIAR COMUM

Subgrupo Ia

Rato Tempo Infla. Ulcera Gangre. Infla.
n\ de Aguda Croni.
vida
( h )
1 168 ++ + ¢ ++
2 168 ++ - 0 ++
3 168 +4 + 0 ++

Abscesso

Legenda:
Infla. = Inflamagao
Gangre. = Gangrena

Croni. = Cronica

-~

(8]



TABELA XXIV

ALTERAGOES DO DUCTO BILIAR COMUM: SUBGRUPO IB

Rato Tempdﬁ Infla. Ulcera Gangre. Infla. Abscesso
n\ de Aguda Croéni.
vida
( h ) o
1 30 + ++ 0 ++ 0
o 36 + ++ 0 $4 0
3 60 ++ +++ 0 ++ 0
B 72 ++ +++ 0 + 0
5 2 +++ +++ 0 ++ 0
6 72 +++ +++ 0 ++ 0
7 90 +++ +++ 0 ++ ++
8 96 +++ +++ 0 ++ 0
9 120 ++ ++ 0 ++ 0
10 168 ++ ++ 0 ++ 0
Legenda:
Infla. = Inflamagao
Gangre. = Gangrena

Croni. = Crodnica




TABELA XXV

ALTERAGOES DO DUCTO BILIAR COMUM: SUBGRUPO IIA

Rato Tempo Infla. Ulcera Gangre. Infla. Abscesso
n\ de Aguda Croni.

vida

( h ) -
1 168 + + 0 ++ 0
2 168 + + 0 ++ 0
3 * ++ +++ + ++ 0

¥ Obito no 28& dia de obstrugao biliar

Legenda: 0O = Ausente

+ = Discreta
Infla. = Inflamagao ++ = Moderado
Gangre. = Gangrena +++ = Acentuado

Croni. = Crodnica




TABELA XXVI

ALTERAGOES HISTOLOGICAS DO DUCTO BILIAR COMUM

Subgrupo IIb

Rato Tempo Infla. Ulcera Gangre. Infla. Abscesso
n\ de Aguda Croni.
vida
B ¢ hy -
1 12 ++ ++ U ++ 0
2 12 +++ +++ 0 ++ 0
3 24 ++ ++ 0 ++ 0
4 30 ++ ++ 0 ++ 0
5 T2 +++ +++ + ++ +++
6 120 +++ +++ 0 ++ 0
7 168 +++ +++ + ++ 0
8 168 ++ ++ 0 ++ 0
Legenda:
Infla. = Inflamagao
Gangre. = Gangrena
Croni. = Cronica




Figura 30.
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Alteragdes do ducto biliar comum por obstrugao

dias, 168 horas apds injegao de soro

fisiolégico. ( Hematoxilina e eosina, 400x ). Ducto biliar

comum revestido por epitélio simples com inflamagao aguda

discreta.
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Figura 31. Alteragodoes teciduais do ducto biliar comum por

obstrugao de 28 dias e 30 horas apds a injegao de bactérias

( Hematoxilina e eosina, 400x ). Inflamagao aguda ulcerada

severa e microabscesso com colonias bacterianas ( seta ).



As tabelas em que nao houve correlagao com nivel de
significancia p < 0,05 , nao sao apresentadas. Aquelas com
resultados significativos foram apresentadas nos resultados
de microscopia.

A diferenga entre a mortalidade entre os subgrupos
Ib e IIb | tabela 11 ), calculada pelo teste exato de

Fisher 6 foi a apresentada no resultado de evolugao

clinica.
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5 . DISCUSSAO

A triade de Charcot, gue define o quadro clinico
dos pacientes com colangite aguda, foi descrita a mais de
100 anos 1! . Contudo, esta doenga determina ainda hoje
altas taxas de mortalidade 44. VArios fatores tém sido
avaliados na tentativa de melhor compreender esta afecgao
20,46,60 | Entre eles, as repercussodoes sobre o figado, as

guais parecem ser mails acentuadas nos quadros clinicos mais

graves ‘»39% | Procuramos, através deste estudo experimental,
induzir colangite aguda supurativa para avaliar no rato, a
mortalidade, as alteragodoes histoldgicas sobre o figado e o
ducto biliar comum, bem como desenvolver este modelo para

novos experimentos.

Existem poucos trabalhos experimentais de indugao
de colangite aguda em ratos, o gue sd & possivel nos animéis
gque foram submetidos 4 obstrugdao prévia da via biliar
12,54,62 | Nos modelos descritos por RONAI & MAGAREY 3% e

CHOU & GIBSON 12 foi utilizada a via hematogénica para

injegao de bactérias, o que determinou a morte fulminante

dos animais, com 7 dias de obstrugao biliar prévia. TANAKA
et alli €2 |, wutilizando a via intraductal, obtiveram uma
alta mortalidade, gue ocorreu em perlodos de tempo mails

longos e variados.



TANAKA et alli ¢ no seu método, foram obrigados a
realizar nova laparotomia, com o 1inconveniente de desfazer
as aderencias decorrentes da primelra operagao, tanto que
tiveram em seu grupo controle, 17% de 4bito pocr hemorragia
interna. Neste procedimento, também fizeram pungao do ducto
para a 1inje¢ao de bactérias e uma sutura em bolsa para
ocluir o 1local puncionado. Em estudos preliminares que
realizamos em nosso laboratdrio, houve extravasamento

frequente de bile pelos locais de passagem da asulha, mesmo

de dimensdes minimas. No modelo utilizado, semelhante ao
proposto recentemente por RAPER et alli 5!, evitamos abrir
novamente a cavidade peritonial, pela colocagcdao do cateter
na primeira operagao. Houve dificuladades técnicas no

inlicio, na tentativa de cateterizar o ducto biliar comum,
que no rato apresenta dimensdes minimas, permitindo a
penetragao justa do cateter com 0,61mm de diametro externo.
Além disso, transita numa longa extensaoc envolvido por
tecido pancredtico, e os vasos portals e hepaticos estao
muito prdximos, rompendo-se com facilidade quando se faz a
tragao do ligamento hepatuodenal para identificar e isolar o
ducto biliar. A ligadura deste foi realizada logo acima do
ramo mais alto do ducto pancredtico e abaixo da confluéncia
dos ductos hepAticos, idéntico ao método de LEE 32, que
desta maneira relatou nao ter ocorrido escape de bile para o

intestino.
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CAMERON ¢ e CAMERON & HASAN 1Y encontraram no
figado de ratos com obstrugao biliar de até 7 dias, uma
proliferacac ductal mais limitada ao espago porta. Apds 23
dias, uma <rande parte do pareénquima hepatico havia sido
substituido por tecido ductal. Neste estudo, induzimos a
colangite aguda em animais com paréenquima hepatico
praticamente conservados ( grupo I - 7 dias) e também
naqueles em aue houve perdas de grande porgao do parénauima
( grupo I1 - 28 dias ).

Em todos os estudos experimentals descritos

12,51,54,62,62 utilizou-se a Escherichia coli, como agente
etioldgico associado a obstrugao biliar. para produzir
colangite aguda. Foi utilizado neste trabalho a mesma
espécie de bactéria, em alta concentragac ( 10% UFC/ml ),

como o fizeram RAPER et alli 31 e TANAKA et alli 62,

Nos resultados, dois animais em cada grupo
apresentaram infecgao de parede no periodo de obstrugao
biliar. Estes 4 animais foram eliminados por haver pus ao
redor do cateter por ocasiao da segunda operagao. Em 2
destes, a bile também estava infectada. A ocorréncia de
infecgao de parede estd descrita no trabalho de CAMERON 9,
que a encontrou em alguns animais. No estudo de TANAKA et
alli 62 nac houve descrigao de infecgao de parede,
entretanto 2 em 14 animais apresentaram a bile infectada ao
final de 21 dias de obstrugaoc biliar. E provavel que, no
presente estudo, a bile foi infectada por contiguidade do

pus ao redor do cateter, pois verificou-se nestes 2 animails
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que o ducto biliar dilatado se encontrava aderido ao
peritonio no local da primeira operagao, em contato com a
secregao purulenta.

CAMERON 9, relatou perfuragao do ducto biliar
dilatado com consequente coleperitonite, observando maior
incidéncia nos primeiros 15 dias de obstrug¢ao. No presente
estudo, 3 animais do grupo I1 morreram em peritonite, todos
apds 17 dias de obstrug¢ao. Um animal foi eliminado do estudo
histoldgico e controle bacterioldgico. Os 2 animails
restantes, apresentavam as paredes do ducto <gangrenadas e
desenvolveram Escherichia «coli na cultura da bile, porém
apenas um havia recebido injegao intraductal, a qual foi de
bactérias. O aumento adicional da pressaoc no momento em que
recebeu injegdao intrabiliar, nado pode ser responsabilizado
pela perfuragao, polis sempre tomou-se o cuidado de aspirar o
mesmo volume de ligquido daquele que seria injetado. Este
procedimento foi também realizado por TANAKA et alli ¢4, com
a mesma intengao. E possivel que a perfuragao tenha ocorrido
pela agao das bactérias num tecido ductal previamente
alterado e de paredes distendidas.

A resisténcia da parede abdominal esta diminuida
na ictericia obstrutiva, por uma redugao dos fibroblastos e
deficiéncia na produgdao de coldgeno na reparagao da ferida
operatdria. Esse fato foi demonstrado por ARNAUD et alli ¢ e
LEE 32, que o verificaram na primeira semana de obstrugao.
Houve neste estudo um &bito por evisceragao, ocorrido no

décimo quarto dia apds a obstrugao biliar.
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TRAMS & SYMEONIDIS 67 demonstraram que apds a
ligadura do ducto biliar comum, ocorria a recanalizacao do
ducto, em Vvarios animais, entre 7 e 14 dias de obstrugaoc.
Propuseram a excisao de 8 a 10mm do ducto para prevenir este
fato. Porém, em observagao de HOLMBERG et alli ¢¢%, em 1 de 9
animais houve recanalizagao do ducto, mesmo com a excisao de
bmm deste. e ocorreu 6 semanas apds a obstrugao. Verificaram
que, com a4 1interposigao do estomago-duodeno entre as
extremidades seccionadas nao houve recanalizagao. Nos dois
srupos deste estudo, este fendomeno nao ocorreu. E possivel
que a presenga do cateter no interior do ducto obstruldo,
assim mantido por dupla ligadura, tenha contribuldo para que
esta nao ocorresse , JAa que a dilatagao sacular do ducto
seguia a direg¢ao do cateter rumo & incisdao, mantendo ou
aumentando a distancia entre as porgodoes proximal e distal do
ducto ligado e seccionado. .

Os animais sem complicagdoes dos subgrupos Ia e
I1a, que receberam soro fisioldgico intraductal, nao
morreram e as culturas da bile sempre foram negativas apds 7
dias da segunda operagao. Por outro lado, entre os animais
dos subgrupos Ib e 1IIb, nos quais foili 1injetado bactérias

intraductal, a mortalidade apds uma semana foi de 90% e 75%

respectivamente. Entretanto, esta diferenga nao se mostrou
estatisticamente significante. TANAKA et alli ¢4, injetando
0,1 ml de suspensao de Escherichia coli 10> UFC/ml
intraductal, em animais com 3 dias, 2, 4 e 6 semanas de

ictericia obstrutiva, também nao encontraram diferengas



significativas entre os 4 grupos. Porém, quando agruparam OS
animais de 3 dias com os de semanas de obstrugac e
compararam com os de - e 6 semanas, houve maior
susceptibilide nos animais com maior tempo de ictericia. Os
resutados de TANAKA et alli %%, nao podem ser comparados com
os do presente estudo, pois utilizaram concentragoes menores
de bactérias e subgrupos de diferentes tempos de obstrugao
biliar. A mortalidade menor ( 75% ) encontrada noc presente
estudo, nos animals com obstrug¢ao biliar prévia de 28 dias,
pode ser atribulda a uma diluigdaoc maior da suspensao de

bactérias por uma quantidade maior de bile intraductal,

presente num sistema ductal maior e mais dilatado.

Em dois animais do subgrupo II a bile era
hemorragica. tendo um deles recebido injegao de bactérias e
o outro de soro fisioldgico. Este achado nao difere das
observagoes de CAMERON %, que a encontrou em animais com
simples obstrugao biliar.

Em descrigoes macroscdpicas do figado em ratos
com obstrugao biliar, CHOU & GIBSON 112 relacionaram as
granulagoes amareladas encontradas na superficie do figado &
necrose coagulativa. No presente estudo, estas granulagoes
correspondiam a necrose coagulativa e também a presenga de

abscessos, verificados a microscopia.



As repercugoes hepaticas obstrutivas encontradas

no presente estudo, naoc diferem daquelas descritas por
CAMERON °¢ em 1932. No animal numero 3 do subgrupec IIa e
numero 7 do subgrupo IIb, nos quais ocorreu perfuragao do
DBC e peritonite, a proliferagao ductal foi moderada,

possivelmente por diminuig¢ado da pressao intraductal.

A ocorréncia de fenomenos infiamatdrios
inespeclificos foi constante nos subgrupos 1la e Tla
{ grupos controle ), como encontrados por CAMERON 9, CAMERON
& HASAN 10 CHOU & GIBSON 12, RONAI & MAGAREY °% e MEDEIROS
et alli 35, Ocorreram, provavelimente, determinados pela
agressao que a obstrugao provocou sobre a Arvore biliar e o
figado. A presenga de exocitose de polimorfonucleares nas
paredes dos ductos, que & diagndstico de colangite aguda,
também foi observada na obstrugao sem bactérias. CAMERON 9% e
RONAI 54 descreveram a ocorréncia de abscessos consequentes
a obstrugao, porém naoc houve controle bacterioldgoco de
rotina nestes dois trabalhos. Nos animais dos subgrupos Ia e
ITa, nunca ocorreu a formagao de abscessos.

Apds a injegao de bactérias, ocorreu nos subgrupos
Ib e by uma resposta inflamatdria significativa com
moderada correlagao inversa entre as varidveis de congestao
vascular, edema portal, hiperplasia das células de kupffer e
infiltrado neutrofilico polimorfonuclear em relagdo ao tempo
de vida, ou seja, quanto mais intensos os achados
inflamatdrios, menor o tempo de vida. A diminuigao

progressiva das alteragodes inflamatdrias intensas iniciou em
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torno de 72 horas nestes dois subgrupos e apds 168 horas
pareciam muito semelhantes ao grupo controle. Q)
comportamento das alterag¢odes intecciosas no subgrupo Ib, ou
seja, o exsudato neutrofllico sinusoidal e o microabscesso
tiveram um comportamento semelhante nas primeiras 72 horas,
ocorrendo apds. a formagao de abscesso. Este UuUltimo nao
apresentou correlegao com o tempo de vida. Porém a formagao
de exsudatoc neutrofllico e microabscesso mostrou correlacao
inversa moderada neste subgrupo. No subgrupo I1b, apenas a
formacdo de microabscessos esteve correlacionado com © tempo
de vida. Assim, no presente estudo, a ocorrencia de abscesso
hepidtico sé ocorreu em animais com maior tempo de vida. Nos

subgrupos Ib e I1b, a formagao acentuada de microabscesso

parece estar correlacionada ao menor tempo de vida. Nao

existe na literatura, trabalhos comparativos em animais. No
homem, este fato foi evidenciado recentemente por SHIMADA -et
alli 59, que encontraram nos pacientes com quadro cllnico
grave, intenso infiltrado inflamatdrio sinusoidal e
microabscesso. O’CONNOR et alli 44, em bidpsias de figado
humano, também encontraram, nos pacientes mais graves, a
presenga de microabscessos, o que representaria o estagio
final da doenga. Neste estudo, houve uma correlagao
significativa entre mortalidade e ocorréncia de
microabscesso nos subgrupos de colangite aguda, quer com 7
dias ou 28 dias de obstrug¢ao prévia, e parece que a
gravidade foi determinada pela 1intensidade das lesoes

iniciais do tipo exudato neutrofilico sinusoidal e
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microabscesso, e nao pelo tempo de ictericia prévia, antes
do desencadeamento da colangite supurativa. Esta correlagao
foi vista, na intensidade das alteragoes inflamatdrias e
infecciosas comparativas ao tempo de vida em 168 horas, apds
o inicio da colangite aguda supurativa.

A correlagao estatistica, pelo método de PEARSON,
do tempo de vida apds o 1inlcioc da colangite aguaa e as
variaveis 1nflamatdrias e infecciosas sempre ocorreram de
intensidade moderada. Estas variaveis sao de carater
observacional, sem parametros rigidos, contudo as graduagoes
foram realizadas com o estudo exaustivo das laminas. Assim,
mesmo que a transformagao dos dados observacionais em
valores ordinais deixem duvidas, os resultados possivelemte
traduzem a gravidade da doenga em estudo. Novas varidveis
devem ser correlacionadas, na tentativa de esclarecer melhor
a patogenia e a fisiopatologia desta doenga em animais-de
experimentagao, para que se possa compreender melhor o que
ocorre no homem, na intengao de diminuir a mortalidade

elevada na colangite aguda supurativa.



6 — CONCLUSOES

I. O modelo experimental utilizado foi eficiente na produgao
de colangite aguda, nos ratos que receberam 1n.jecao

intraductal de bactérias.

2. A concentracao de Escherichia coli 10> UFC/ml, inietada
no ducto biliar comum apds obstrucao prévia de 7 ou 28 dias,

rroduziu colangite aguda em todos animails.

3. A mortalidade apds a produgaoc da colangite aguda, nao
mostrou diferenga significante para p < 0,05, entre os

animais com obstrugaao biliar prévia de 7 ou 28 dias.

4. Houve wuma correlagdao 1inversa moderada pelo teste de
PEARSON, entre o tempo de vida apds injegcao de bactérias
intraductal e as varidveis 1inflamatdrias de congestao ou
dilatagao vascular, edema portal, infiltrado inflamatdrio
polimorfonuclear e a hiperplasia das células de Kupffer,
independente do tempo de obstrugao biliar prévia de 7 ou 28

dias.
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5. Houve uma correlagao 1inversa moderada pelc teste de
PEARSON, entre o tempo de vida apds injegao de bactérias
intraductal e a variavel de microabscesso, i1ndenpendente do

tempo de obstru¢do biliar prévia de 7 ou 28 dias.

6. As alteracoes teciduais no figado, apds a produgao da
colangite aguda, foram semelhantes entre os animais com
obstrugao biliar prévia de 7 ou 28 dias, o que sugere ser
suficiente um perlodo de 7 dias de obstrugao biliar para a

produgao experimental de colangite aguda.



7T— SUMMARY

In this research, a study was carried out about an
experimental pattern produce on acute cholangitis in effect
of biliar obstruction. 32 Wistar rats grow-up rats were
utilized and thev were divided in group I ( 7 days with
biliar obstruction ) Each group was subdivided 1in 2
subgroups. All the animals suffered two surgeries. In the
first operation ligation and catheterization. Was achieved
of the proximal extremity in the biliary duct with a
polvethvlene tube PE-10, wich was occluded and put off under
the skin. In the second operation, the animals with
complication were excluded 1in the period of biliary
obstruction, the catheter was restored from the group I
animal’s subcutaneous cellular tissue after 7 days and from
group LT, after 28 dayvs. Subsequently, it was made the bile
crop for culture and, with a catheter, injectes a sterile
solution of sodium chloride 0,9% in the subgroups Ia and Ila
( controls ) and Escherichia coli 10% UFC/ml suspension in
the subgroups Ib and IIb. After 168 hours in an observation
period decurrent from this second operation, the animals
wich didn’t die were sacrificed. In the sacrifice or death,
the bile was caught to culture, the liver and common biliar
duct were taken off to histopathologic test. There was not
mortality in the subgroups Ia and IIa, and all the bile

cultures were negative. In the subgroups Ib and 1IIb, the
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bile cultures were negative on the occasion of second
operation. The mortality after the intraductile bacterium
injection was 90% to subsgsroup Ib, with 7 days of previous
biliar obstruction, and 75% to subgroup IIb, with 28 davs
of biliar obstruction. This difference was not statistically

expressive. All the animals, after the bacterium injection,

except two, in wich the bile was hemorrhagic, they brought
out purulent bile. On all, the bile culture developed
Escherichia coli. The microscopic {indings 1indicated a

moderate inverse correlation between time life after the
bacterium injection and the inflamatories variable 1in the
subgroups Ib and IIb. The same was found in the variable on
microabscesses. The 1intensities of correlate microscopics
alterations were obtained by observable datas. The results
suggest the utilized pattern reached the objective to
produce acute cholangitis, the more 1intense microscopic
alterations by microabscesses type on liver occured in the
animals which lived for 1less time. And the previous biliar
obstruction period, with 7 or 28 days, didn’'t interfere in

the mortality.
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