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INTRODUCAO

PANCREATITE AGUDA — CONCEITOS E RELEVANCIA CLINICA

E um processo inflamatério agudo do pancreas que se apresenta com dor
abdominal associada ao aumento de enzimas pancreéticas no sangue e na urina 2,
Nas formas graves, pode envolver tecidos peripancreéticos, atingir 6rgaos distantes e
causar a morte®.

Setenta a oitenta porcento das vezes € secundéria ou a litiase biliar ou ao abuso

137 No Rio Grande do Sul, a etiologia biliar é a mais freqiiente. Em estudo

de 4lcool ¢
realizado em 2001, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a etiologia biliar esteve
presente em 78,4% dos pacientes®.

Segundo a classificacdo de Atlanta (1992), a pancreatite aguda € denominada
grave quando houver faléncia de o6rgdos e/ou complicacdes locais (pseudocisto,
abscesso e necrose pancreatica) ou a presenca de sinais de mau progndstico como
critérios de Ranson = 3 ou APACHE 11 28 4#1Y_A necrose pancreética é definida como
areas focais ou difusas de parénquima pancreético ndo viavel tipicamente associado
com esteatonecrose dos tecidos gordurosos peripancreéticos. O abscesso pancreético
€ uma colec¢do circunscrita de pus contendo pouca necrose pancreética. O pseudocisto
€ uma colecdo de suco pancreético envolvida por uma parede de tecido fibroso ou de

granulacdo®™.

A maioria dos casos, sob o ponto de vista fisiopatologico, se apresenta como

7

pancreatite edematosa (80-85%), que é autolimitada, porém em 15% a 20% pode

(1-3)

sobrevir a forma necro-hemorragica A mortalidade na pancreatite necro-
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hemorrdgica € em torno de 10% a 30%, dependendo da ocorréncia de necrose

infectada e de insuficiéncia organica®*?.

Outro importante fator no aumento da mortalidade é a insuficiéncia de 6rgaos
que pode incluir a presenca de choque (presséo arterial sistélica abaixo de 90 mmHg),
insuficiéncia pulmonar (PaO, < 60 mmHg), insuficiéncia renal (creatinina sérica > 2
mg/dL apos re-hidratacéo), sangramento digestivo (> 500 mL de perda sanglinea em
24 horas)®V, coagulopatia (plaquetas < 100.000/mm?, fibrinogénio < 1,0 g/L e
produtos da degradacgéo da fibrina > 80 ug/mL) e distdrbios metabdlicos (célcio sérico <
7,5 mg/dL), como definidos nos critérios de Atlanta 12 E mais comum nos casos de
pancreatite necro-hemorragica (50%) do que nos casos de pancreatite edematosa (5-

10%)™Y.

A mortalidade na pancreatite necro-hemorragica sem disfuncdo de o6rgdos é
proxima a 0%, quando ha apenas uma disfuncdo organica € menos de 10%, porém a
taxa de Obito pode alcancar 50% nos casos de disfuncdo de mdltiplos 6rgédos. A
morbimortalidade também est4 aumentada nos casos de insuficiéncia organica precoce

(diagnosticada j& na admissdo do paciente) e persistente (além de 48-72 horas)™. A

z

resposta inflamatoria € independente da etiologia que inicia a ativagdo das enzimas

z

digestivas e o dano pancreatico, mas &, também, responsavel diretamente pela

morbidade e mortalidade®.

Até o momento nenhuma terapéutica clinica especifica demonstrou diminui¢éo

(3;4;13

significativa na mortalidade da pancreatite aguda grave ). O tratamento ainda

consiste na terapia intensiva focada nos sintomas e nas complicagbes locais e

sisttmicas da pancreatite como dor, infecgdo, necrose e disfungdo de mdaltiplos

£ x (14;15)

orgaos Nas complicagBes locais estdo indicados procedimentos cirargicos,
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endoscopicos ou radiolégicos quando ha necroses infectadas, abscessos ou

pseudocistos 519,

Portanto a pesquisa de novas terapéuticas, baseadas no bloqueio da resposta
inflamatoria sistémica, de métodos diagndsticos de predicdo da gravidade, e de
procedimentos eficazes de tratamento, torna-se importante na tentativa de diminuir as

complicagdes e a alta morbidade e mortalidade da pancreatite aguda.
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REVISAO DA LITERATURA

FISIOPATOLOGIA NA PANCREATITE AGUDA

A teoria da ativacdo prematura de enzimas digestivas dentro das células
acinares levando & autodigestdo do pancreas foi postulada por Chiari em 1896 e é
ainda amplamente aceita como sendo o evento primordial da pancreatite aguda®®.
Iniciado este processo, a sua evolucdo pode ser dividida em quatro fases: dano

celular/acinar; inflamacéo pancreética local; resposta inflamatdria sistémica e disfuncao

de multiplos 6rgéos; e necrose pancreatica infectada *°.

Dano Celular/Acinar

Sob condigdes normais, as enzimas digestivas sao sintetizadas e secretadas
pelas células acinares como pro-enzimas inativas chamadas zimogénios. A ativacéo
destas inicia no duodeno quando a enzima enteroquinase ativa o tripsinogénio %%,
Este se torna tripsina através da clivagem de uma cadeia curta de peptideos chamada
peptideo de ativagdo do tripsinogénio (TAP)®. A tripsina é uma enzima critica no
processo da pancreatite por promover a sua propria ativacdo e a ativagdo de outras
enzimas digestivas incluindo quimotripsinogénio, pré-carboxipeptidase e pro-
elastase™*31%),

Existem diversos mecanismos protetores intracelulares que evitam o surgimento
da pancreatite aguda®, incluindo a sintese de tripsina a partir de zimogénios
inativados, compartimentalizacdo e vacuolizacdo dos zimogénios, sintese de um

inibidor especifico da tripsina (inibidor da secrecdo pancreética de tripsina — PSTI ou

SPINK1), controle intracelular do calcio, entre outros™?. Quando falha um ou mais
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destes mecanismos protetores a cascata de ativacao das enzimas digestivas é iniciada

(1:2)

Estudos experimentais sugerem que a ativagdo da enzima ATPase apical, a
reducdo do pH, hidrolases e a ruptura do citoesqueleto podem ser responsaveis pela

4,15

ativacdo prematura do tripsinogénio®*®. Trés elementos chaves potenciais para esta

ativagdo sdo o calcio, a enzima catepsina B e ativagdo precoce de NFkB, um
importante fator de transcricdo que controla a expresséo de citocinas inflamatérias®*®.

A ativagdo intracelular de enzimas digestivas requer acidificacdo dos
compartimentos celulares” que acontece através da ATPase vacuolar sendo que 0s
inibidores desta ATPase evitam a ativacdo das enzimas digestivas™.

O célcio intracelular é um importante mediador de dano e morte celular e esta
envolvido na ativagcdo de enzimas digestivas intracelulares e na ativagéo da resposta
inflamatéria quando ocorrem elevacdes anormais do seu nivel citosélico®9,

A catepsina B é uma hidrolase lisossomal intracelular que pode clivar o peptideo
ativo do tripsinogénio e ativa-lo. Isto pode acontecer teoricamente se ocorrer uma co-
localizagéo intracelular de catepsina B com tripsinogénio em lisossomos vizinhos
mediando a ativagdo sob certas condigcdes como, por exemplo, a presenca de pH
éCidO(4;15;l7;18).

Além da ativagdo das enzimas digestivas, a tripsina pode participar na regulacéo
do processo inflamatério particularmente em duas situacdes: a) na clivagem e ativacao
do receptor ativado por protease (PAR-2), que reduz o dano pancreético pela
atenuacdo dos sinais pré-inflamatérios que ocorrem dentro da célula acinar’*® e b) na
regulacdo da ICAM-1, uma molécula de adesdo endotelial necesséaria para o transporte
de leucdcitos do espaco intravascular para os tecidos inflamados apresentando maior

expressdo no pancreas e nos pulmdes. No tecido pulmonar a sua expressao pode ser

ainda mais intensa e estar associada ao aumento do infiltrado leucocitario neste 6rgéo.
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No péncreas provoca a diminuigdo da perfuséo microvascular pelo bloqueio ao fluxo
sanglineo mediado pelo acumulo de leucdcitos resultando em isquemia e necrose
pancreética®®.

Portanto, a tripsina pode ter dupla fungdo: em quantidades pequenas pode
induzir uma resposta protetora através do PAR-2, enquanto que em quantidades
maiores desencadeia a cascata inflamatéria da pancreatite!?.

Uma vez que ocorra a ativagdo inapropriada do tripsinogénio e os seus niveis
excedam os do inibidor pancreédtico da secrecdo de tripsina, o processo de auto-
ativagdo ndo cessara e provocara a ativacdo de outros zimogénios e de pancreatite
aguda®.

As opgbes de tratamento nesta fase restringem-se a eliminagdo, do possivel
fator causal, quando for identificado: &lcool, obstrugdo, isquemia, infecgéo viral, drogas
(inibidores da ECA, estrogénios, corticoides, diuréticos tiazidicos e azatioprina, entre
outras), hiperlipidemia ou hipercalcemia, etc. Muitas estratégias terapéuticas foram
testadas em modelos experimentais e em humanos, porém até o momento nenhuma
mostrou beneficio significativo. Além disso, o tratamento na fase inicial da pancreatite
s6 podera ser administrado, de forma profilatica, a pacientes susceptiveis ao
desenvolvimento desta doenga como, por exemplo, aqueles submetidos a exames
eletivos de CPER (colangiopancreatografia endoscopica retrograda),
hiperparatireoidismo primério e pancreatite hereditaria, pois a grande maioria dos
pacientes tem o diagnéstico feito apds o quadro clinico e com a resposta inflamatéria

em evolugéo 419,

Inflamac¢éo Pancreatica Local

Os eventos iniciais responsaveis pelo inicio da inflamacao pancreética ainda ndo

sdo conhecidos. A teoria mais difundida é que um dano ou ruptura do &cino
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pancredtico permite o extravasamento de enzimas pancreéticas (tripsina, quimotripsina
e elastase) que iniciam um processo de autodigestdo que resulta na ativagéo local do
sistema imunolégico (células dendriticas, macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais)®. No parénquima, as enzimas ativadas iniciam um processo de
autodigestéo e de inflamagdo aguda da glandula que leva a ruptura de tecidos e de
membranas celulares causando edema, dano microvascular, hemorragia e necrose.
A resposta inflamatéria desencadeada € mediada por citocinas que podem agir
localmente, através da atragdo, ativagdo e sequestro de células inflamatérias
(neutrofilos, macréfagos e linfécitos) dentro do parénquima, agravando a inflamacgéo
pancredtica; e sistemicamente, aumentando a permeabilidade capilar, promovendo a
adesdo leucocitaria e extravasamento de liquidos para o intersticio, podendo levar a
disfunc&o organica®>1?,
Em resposta ao dano tecidual local, NFkB, TNF-q, interleucina-1, IL-6, IL-8 e

615 Esta fase torna-se mais

fator de ativacdo plaquetaria (PAF) s&o liberados'
complexa devido a resposta anti-inflamatéria que segue os efeitos pro-inflamatorios e
que é mediada em parte pela IL-10, IL-2, antagonista do receptor da IL-1, sistema
complemento e ativacéo do PAR-2(°.

N&o existe uma terapia aprovada ou baseada em evidéncias para esta fase

inflamatéria da pancreatite aguda™®.

Resposta Inflamatéria Sistémica e Disfung&o de Multiplos Orgéos
A gravidade da pancreatite aguda € determinada pela magnitude da resposta

inflamatéria sistémica (SIRS)*2%2Y,

A SIRS é caracterizada por taquicardia (>90 bpm), taquipnéia (>20 vpm),
hipocarbia (PaCO, <32 mm Hg), hiper ou hipotermia (>38°C ou <36°C), leucocitose

(>12000 células/pL ou >10% de formas jovens) ou leucopenia (<4000 células/pL)™Y.
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A grande maioria dos pacientes desenvolver4d a forma leve de pancreatite
aguda, nédo evoluindo para as fases de SIRS e DMO que ocorre em aproximadamente
20-25% dos pacientes sendo que destes 30 a 50% morrer&o®??,

Os Obitos decorrentes da pancreatite aguda podem ser divididos em dois
grupos: precoces e tardios . Cinqlienta a 60% das mortes ocorrerdo na primeira
semana decorrente de uma intensa inflamagéo do pancreas e de uma SIRS exagerada
que resulta em complicacbes pulmonares como a SARA (Sindrome da Angustia

1;4;6;23)

Respiratéria do Adulto) A disfungéo pulmonar, caracterizada por um infiltrado

inflamatorio neutrofilico do parénquima, é observada em 50%-70% dos pacientes com

pancreatite grave®¥?¥,

Isto resulta num aumento de permeabilidade endotelial e
congestdo pulmonar seguido por colapso alveolar, diminuigdo da complacéncia
pulmonar e insuficiéncia respiratéria®.

Os que sobrevivem a esta fase muitas vezes desenvolverdo extensa necrose do
pancreas e dos tecidos adiposos retroperitoniais. A infeccdo dos tecidos necréticos,
causados, principalmente, por translocacdo bacteriana, levara a sepse e
consequentemente a DMO, consistindo no grupo com mortalidade tardia®.

Novamente nédo ha, até o momento, terapia aprovada ou baseada em evidéncias

para ser aplicada nesta fase da doenca*®.

Necrose Pancreatica Infectada

A hemoconcentracdo, resultante da perda de liquidos para o intersticio, e o

acumulo de leucécitos na microcirculacdo pancreética propiciam o surgimento de um

estado de hipofluxo pancreatico que pode resultar em necrose do parénquima™*?.

A necrose pancreatica pode se tornar infectada em 30-70% dos pacientes com

1;15)

pancreatite necro-hemorragica' A extensdo da necrose pancredtica e
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peripancreatica parece ser o principal determinante de uma complicagdo séptica letal
subsequiente”. Sabendo-se que a necrose necessita de tempo para se estabelecer,
pode existir uma janela terapéutica na evolugdo da pancreatite quando uma

intervenco adequada pode evitar ou reduzir outras lesdes”.

Em contraste com as fases anteriores, existe um algoritmo de tratamento
definido. Os pacientes s&o tratados em ambiente de UTI. Na suspeita de necrose
infectada deve ser considerada a realizagdo de TC de abddémen com contraste. Na
presenca de infecgdo confirmada por bacterioscopia e cultural em pun¢édo guiada por

7

ecografia/tomografia a cirurgia é indicada®*%%2%,

Deve-se suspeitar de um falso
negativo da pungéo na presenca de necrose pancreatica ndo havendo melhora clinica
significativa em pacientes tratados por mais de quatro semanas em UTI, e nos casos
com disfuncdo de mdltiplos 6rgéos de forma répida e progressiva apesar da otimizacao

no tratamento intensivo®%16:29),
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MODELOS EXPERIMENTAIS DE PANCREATITE AGUDA

A primeira pancreatite experimental foi produzida por Claude Bernard em 1856
através da injecéo de bile e 6leo de oliva no ducto pancreéatico canino ¢®.

Os modelos experimentais na pancreatite aguda surgiram da necessidade de
investigar os mecanismos moleculares envolvidos e de testar terapias potenciais®®. A
ampla variagdo do curso e gravidade da doenga, a baixa incidéncia das formas mais
graves de pancreatite e a relativa inacessibilidade do tecido pancredtico para
realizacdo de exames durante o processo inflamatdrio geram dificuldades para se
realizar tais estudos em humanos 42",

O modelo experimental ideal, teoricamente, deve ser reprodutivel, ter etiologia,
fisiopatologia e resposta a tratamentos similares a doenga em humanos, e ser

5;22;28)

relativamente de baixo custo’ . Para testar tratamentos potenciais, devem ser

preferidos os que induzem pancreatite grave e resposta inflamatoria sistémica porque

nessa condicéo a intervencao terapéutica podera trazer beneficios clinicos®2%28)
Existem diversos modelos experimentais de pancreatite aguda que permitem o

estudo dos processos fisiopatolégicos e testes de medidas terapéuticas®. Nenhum

modelo é induzido por agentes etiolégicos exatamente como na pancreatite em

humanos'”). Entre os mais usados est&o os descritos a seguir:

Alca Duodenal Fechada
Foi um dos primeiros modelos experimentais desenvolvidos®. E baseado na
teoria do refluxo duodenal e por isso possui pouca relevancia clinica®®. E
relativamente simples, econdmico e reprodutivel®®. Possui diversas variacées no
5;29)

método e pode ser utilizado em cées, macacos e ratos®?%.

Ocorre apds 6 horas pancreatite edematosa e em 12 horas necro-hemorrégica.
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A forma edematosa cura completamente em 7 a 14 dias e a hemorragica em
trés meses com sequelas residuais. A gravidade depende da perfuséo da alga fechada
e animais que apresentam estase venosa pronunciada ou isquemia intestinal morrem

em 2-3 dias®439,

Administracdo Retrégrada no Canal Bilio-pancreatico de Agentes
Indutores - Tauracolato de Sodio

A base teodrica deste modelo experimental pode ser explicada pela observacéo
feita por Opie, em 1901, que sugeriu haver refluxo biliar para dentro do canal
pancreético na vigéncia de obstrucdo da papila de Vater (teoria do canal comum),

dando inicio ao processo inflamatério no pancreas ©32.

O modelo experimental com utilizacdo de tauracolato de sodio (sal biliar)
injetado retrogradamente pelo ducto bilio-pancreéatico, padronizado por Aho et al,
reproduz muitas caracteristicas da pancreatite aguda necro-hemorragica de origem

14;31-33

biliar ¢ ). As concentracdes podem variar de 1% a 6% sendo que a partir de 2,5%

ja é capaz de induzir pancreatite grave com SIRS®3%.

Aho et al sugerem que o efeito detergente do tauracolato em altas
concentragdes imediatamente rompe a integridade do ducto bilio-pancreatico proximal
levando ao extravasamento de sais biliares para dentro do intersticio, poupando as
células acinares localizadas na periferia do sistema ductal®®.

Apos a infusdo ocorre aparecimento imediato de edema intersticial, seguido de
extensa necrose de células acinares e hemorragia durante as primeiras 24 horas. A
mortalidade e a gravidade da pancreatite aumentam de acordo com a concentracdo de

tauracolato injetado e a pressao intraductal empregada durante a infusao®+3%:32).
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E um modelo experimental de pancreatite necro-hemorragica bem estabelecido
que induz deficiéncia em multiplos érgéos tais como pulmdes, rins, figado, intestinos e

cérebro®. Pode ser utilizado em coelhos, cées, porcos, ratos e camundongos®.

E tecnicamente dificil, apresentando 70 a 100% de mortalidade nas primeiras 24
a 48 horas ap0s a inducéo, quando utilizado altas concentracdes deste sal biliar™®®.
Possui relevancia clinica e € altamente reprodutivel, o que o torna um excelente

método de indugéo de pancreatite®®.

Aplicacéo Intraperitoneal de Arginina

E um modelo pouco invasivo. A injecdo intraperitoneal de arginina, em dose
Unica (250-500 mg/100g de peso corporal), pode induzir pancreatite grave em ratos,
coelhos e camundongos®®.

O mecanismo de inducdo ndo esté totalmente esclarecido, mas a toxicidade no
tecido pancreético, provavelmente, é devida & inibicdo da sintese protéica, ativacéo de
mediadores inflamatérios, producdo excessiva de Oxido nitrico, radicais livres de
oxigénio e peroxidacao lipidica®.

Ocorre pancreatite edematosa em 12 horas e necrose acinar focal em 24 horas
apés a inducdo®. As alteracbes necréticas do tecido pancreatico com infiltrado
inflamatério atingem extensdo maxima em 72 horas. Em sete dias, comec¢a o reparo
das lesbes e num periodo aproximado de 14 dias a arquitetura pancreatica esti
restabelecida. Exerce minimo efeito em outros érgéos como figado, rins e pulmdes®.
O controle da gravidade da pancreatite pode ser obtido através do ajuste da
concentracéo de arginina injetada e do tempo de exposicdo®. A mortalidade deste tipo

de pancreatite é aproximadamente 2,5%%.

Este modelo é criticado pela pouca relevancia clinica relacionada a etiologia®.



26

Hiperestimulagdo Pancreatica por Aplicagdo Intravenosa, Intraperitoneal
ou Subcutanea de Ceruleina

A estimulacdo pancredtica excessiva através de secretagogos resulta em

5:18

pancreatite devido & alta secrecdo de enzimas digestivas®'®. A pancreatite induzida

pela ceruleina é histologicamente muito similar as fases iniciais em humanos®®,

Pode ser administrada via injecdo intraperitonial, subcutanea ou infuséo
intravenosa e permite o estudo in vitro através da administracdo da ceruleina a acinos
ou a células exdcrinas isoladas®®.

E efetiva em induzir pancreatie em camundongos, ratos, coelhos, cdes e

(5;18

porcos®*®. Quando induzida em ratos produz somente pancreatite edematosa e, em

@19 A necrose acinar

camundongos, necro-hemorrggica com lesdo pulmonar
desenvolve-se em 7 horas, tornando-se maci¢a, sem hemorragia, em 12 horas;
posteriormente ocorre atrofia e fibrose®®,

E o modelo experimental mais citado na literatura devido a sua alta
aplicabilidade, inducéo rapida, reprodutibilidade e ser pouca invasiva. Todavia, possui
fraca relevancia clinica®. Quando utilizado em ratos ndo ha mortalidade e a
pancreatite induzida é auto-limitada, tornando este modelo inadequado para avaliagédo
de testes terapéuticos %,

Isquemia Pancreatica

Existem diversos métodos para alterar a vascularizacao pancreética em modelos
experimentais, incluindo o comprometimento da microcirculagéo pancreatica®.

Pode ser realizada pela ligadura da irrigacdo arterial do pancreas (tronco

celiaco, artéria mesentérica superior, artéria gastroduodenal), ligadura da drenagem

venosa (veia esplénica, veias gastricas curtas, veia gastroepiploica esquerda),
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administracdo de microesferas e choque hemorragico, produzindo desde pancreatite
aguda edematosa até necro-hemorragica com esteatonecrose 9.
A pancreatite induzida por choque hipovolémico imita a observada apos cirurgias

7

(538) Porém n&o é especifico para o

prolongadas (cirurgias cardiacas) em humanos
pancreas, o que nao é o ideal para estudo de DMO associada com pancreatite®.

A principal desvantagem destes modelos experimentais é o trauma cirdrgico
dramatico exercido sobre os animais. Além disso, podem ocorrer sangramentos
importantes durante o procedimento, necessitam protocolos sofisticados e analgesia
continua. S&o factiveis apenas em animais maiores como cées e porcos, sendo o custo

elevado®39).

Ligadura do Canal Pancreético

A inducéo da pancreatite € conseqiiéncia da ligadura do ducto bilio-pancreatico
ao nivel do duodeno, podendo também ser realizada outra ligadura ao nivel do hilo

hepatico 7).

Reproduz pancreatite edematosa similar & pancreatite aguda biliar observada
em humanos. Nao induz pancreatite grave e permite a observagcdo dos animais por
mais de duas semanas, apresentando taxa de mortalidade quase nula®”.

Induz pancreatite edematosa com inflamagé&o periductal sem necroses extensas
ou complicacdes infecciosas em ratos®”.

E relativamente facil de conduzir e reproduzir(5), mas ndo é adequado para

avaliacdo de medidas terapéuticas pela baixa taxa de mortalidade ™.
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Dieta Deficiente em Colina Suplementada com Etionina por 3 a5 Semanas

Consiste na administracéo de uma dieta deficiente em colina suplementada com
DL-etionina 0,5%. E o método menos invasivo entre todos os modelos experimentais,
nao requer injecdes ou manipulacéo cirdrgica®.

Pode ser induzida em ratos, camundongos, gatos e caes, mas frequentemente
usa-se camundongos fémeas®. O mecanismo de indugdo parece ser devido &
toxicidade exercida pela etionina diretamente no pancreas por interferir na sintese do
RNA, proteinas e metabolismo fosfolipidico sendo que a deficiéncia em colina é

5,17

sinérgica, aumentando a gravidade®'”. Reproduz algumas alteragées morfolégicas e

1924 o acumulo

fisiologicas das formas mais graves da doenca em humanos
intracelular de granulos de zimogénio € uma das primeiras anormalidades morfoldgicas
e precede o aparecimento dos vactolos intracelulares™”.

Produz desde pancreatite edematosa até necro-hemorragica caracterizada por
vacuolizagcdo com inicio em 24 a 33 horas, necrose acinar com desenvolvimento em 48
horas, infiltracdo leucocitaria em 54 horas, esteatonecrose e hemorragia em 60 horas
apés o inicio da dieta®”. A inducdo lenta da pancreatite, entre dois e trés dias,
possibilita a observagado da evolugéo da doenca®®.

Nao € um modelo ideal, apesar de conveniente, pois afeta diretamente outros
orgaos incluindo o figado e o cérebro, o que limita o estudo de disfuncdo de maltiplos

6rgdos associada com pancreatite® 41",

Sua efetividade é maior quando utilizado em camundongos fémeas jovens® 417,
Este fator também constitui em limitagcdo devido ao tamanho pequeno do animal e a
dificuldade de manipulagéo cirdrgica ou a intervencdes terapéuticas envolvendo coleta

de amostras sangiiineas e administracdes intravenosas®’ 4?2

. Outra desvantagem
deste modelo deve-se a doenca extremamente variavel, dependente da ingesta e do

peso do animal. Apresenta mortalidade de 80-100% apés 2-8 dias™.
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Tabela 1. Modelos Experimentais de Pancreatite Aguda

Modelo
Animais Vantagens Desvantagens
Experimental

N&o invasiva, Indugéo rapida

Ratos, camundongos,
Arginina Facilidade em controlar a gravidade Pouca relevancia clinica
coelhos

Toxicidade especifica para o pancreas

Técnicas cirtrgicas sofisticadas

Trauma cirGrgico dramatico

Isquemia Clinicamente relevante para pancreatite aguda induzida
Ratos, gatos, cées e porcos Dano né&o especifico ao pancreas
Pancredtica pos-cirurgia e trombose de veia porta/esplénica
Alto custo
Analgesia continua

Relevancia clinica para pancreatite induzida por

- Dificuldade em comparagdes entre espécies devido a
Ratos, coelhos, obstrucdo causada por célculo biliar

Obstrugéo ductal gravidade da pancreatite ser variavel em diferentes

camundongos Compatibilidade com outras estimulagdes/estresse animais

(CCK, ceruleina, secretina, ou isquemia)

Adaptado de Chan et al.
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SIRS E AS CELULAS DE KUPFFER

%) sdo

As células de Kupffer, descritas em 1876 por Karl Wilhelm Kupffer ¢
macrofagos especializados residentes no figado, localizados no limen dos sinusdides
e ancorados ao endotélio por processos citoplasmaticos. Sabe-se que dentro do
parénquima hepético possuem heterogeneidade de tamanho e funcdo dependendo de
sua localizacdo: as células de Kupffer da regiéo peri-portal sdo maiores e possuem alta
atividade fagocitica quando comparadas com as que se localizam nas regides
perivenulares®® O figado, portanto, possui a maior populacéo de macréfagos teciduais

fiXOS(19-21;24) ]

O dano hepatico, mediado por citocinas inflamatérias produzidas pelas células

de Kupffer, € um marcador de resposta inflamatéria sistémica durante a pancreatite

20;21

aguda, e é um importante indicador progndstico®”??. O papel do figado na pancreatite

aguda € amplificar a resposta inflamatdria sistémica atraves das células de

Kupffer(t9:2340),

Estas células, quando ativadas s&o capazes de liberar grande quantidade de
citocinas na circulagdo sistémica, amplificando a resposta inflamatéria®. A les&o

pulmonar que segue a SIRS, durante a pancreatitte aguda, pode ser atribuida, em

24;41)

grande parte, & acdo das células de Kupffer' . A elastase pancreética induz a

producdo de fator de necrose tumoral (TNF) nas células de Kupffer via ativagdo do

NFkB constituindo a principal fonte de TNF-a(®:2021:4243),

O TNF-a parece ser a principal citocina na progressao sistémica da inflamacao

desencadeada pela pancreatite e é um determinante de mortalidade em animais de

laboratorio 2043,
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A les@o pulmonar associada a pancreatite grave ndo pode ser distinguida da
SARA causada por outras condicdes como sepse, politraumatismos e queimaduras

(24;43)

graves . Parece resultar de dano endotelial local associado com a geragédo de

radicais livres de oxigénio pelos neutrofilos.

A adesdo de neutroéfilos ao endotélio dos capilares pulmonares € o passo inicial
do processo de dano pulmonar. Outros fatores como a fosfolipase A2, o fator de
ativagdo plaquetéria, as enzimas proteoliticas pancreéticas liberadas na circulagdo, a
producdo de citocinas e a ativagdo do sistema complemento também contribuem para

o desenvolvimento da inflamag&o pulmonar®43.

A infiltragdo neutrofilica tem uma funcdo importante no desenvolvimento da
pancreatite aguda e no dano pulmonar associado®. Foi demonstrado em
camundongos deficientes em moléculas de ades&o nas células endoteliais, como a
ICAM-1, ou tratados com um anticorpo anti-neutrofilos, atenuacdo da pancreatite e de
danos em outros 6rgdos“?. Esta protecdo incompleta sugere existir outras rotas que
levam a resposta inflamatéria que devem ser atingidas para poder haver um bloqueio

total da inflamag&o sistémica®®?.

Closa et al concluiram que o dano pulmonar que segue a pancreatite aguda
grave esta diretamente relacionado a passagem, através do figado, de substancias
(citocinas) liberadas na circulagéo porta pelo pancreas inflamado. O estudo consistiu
da comparagdo de ratos submetidos a derivagdo porto-cava antes da inducdo de
pancreatite aguda, com ratos ndo submetidos ao shunt, evidenciando menor dano

pulmonar no primeiro grupo®*%44,

Gloor et al mostraram que o bloqueio da célula de Kupffer reduz os niveis de

citocinas sistémicas e hepéticas, além de, também, reduzir o dano pulmonar e a
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mortalidade (52% vs 86%, p<0,001 — em camundongos) na pancreatite hemorragica

experimental utilizando gadolinio®®4?),

O gadolinio, classificado como um lantanideo terra rara € utilizado clinicamente
como contraste para exames de ressonancia magnética sob o complexo Gd-DTPA,
mas quando administrado endovenosamente sob a forma de cloreto de gadolinio é
uma droga experimental que é capaz de bloquear especificamente as func¢des das
células de Kupffer além de, possivelmente, ndo exercer efeitos sobre outros

19;24,45-47

macré6fagos como os residentes no periténio ¢ ). Esta agdo torna possivel o

estudo das funcdes das células de Kupffer*®.

Esta substancia é captada de forma altamente seletiva pelas células de Kupffer
nas quais provoca profunda depressdo na capacidade fagocitica, levando

19;40;43)

eventualmente a morte destas células' . Isto resulta numa inibicdo quase total da

resposta hepética usual a uma variedade de toxinas®%*?

sem induzir dano hepatico
significante®?. Segundo Gloor, os efeitos sistémicos do bloqueio das células de Kupffer
utilizando gadolinio ndo séo influenciados pelo grau de pancreatite, tendo em vista que

esta substancia ndo age na inflamacé&o pancreéatica®®.

Na forma grave da pancreatite aguda, o cloreto de gadolinio, como pré-
tratamento, foi capaz de reduzir a taxa de mortalidade em camundongos, mas este
efeito benéfico permanece confuso tendo em vista que também ocorre diminuigdo das
concentragdes de IL-10, uma citocina que tem um potente efeito anti-inflamatério que
inibe a liberagdo de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) sendo protetora na

evolucdo da pancreatite aguda®*92449,

O mecanismo de agdo do gadolinio ndo esti totalmente esclarecido. Muitos
pesquisadores sugerem que suas acdes impedem a fagocitose pelas células de

Kupffer, bloqueiam os canais de calcio, induzem apoptose nos macréfagos alveolares e
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inibem a expresséao do gene do TNF por modulacdo de eventos iniciais na cascata das

citocinas®V.
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OBJETIVOS

GERAIS

Avaliar os efeitos do bloqueio seletivo das células de Kupffer com o cloreto de
gadolinio antes e ap6s a inducdo de pancreatite aguda pelo tauracolato de sodio,

atraves do nivel de TNF-q, da inflamacédo pancreética local e da lesdo pulmonar.

ESPECIFICOS

a. Avaliagdo e comparacdo do dano pulmonar pela medida da
mieloperoxidade (MPO) e analise histologica;

b. Avaliacdo e comparagao da gravidade da pancreatite, entre os diferentes
grupos do experimento, por analise histolégica;

c. Comparacdo, entre os grupos, das dosagens de transaminases
(transaminase glutdmico oxalacética-TGO, transaminase glutadmico

pirivica-TGP), amilase e TNF-a.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Some experimental studies suggest that the use of a selective blocker
of Kupffer cells, gadolinium chloride as a pre-treatment, used 24 hours before the
induction of pancreatitis, results in the decrease of mortality and associated lung injury.
OBJECTIVE: To evaluate the effects of the use of gadolinium chloride treatment before
and after induction of acute pancreatitis with sodium taurocholate 3% in rats.
METHODS: Wistar rats were divided into 5 groups: group SF - control with saline intra-
ductal and 1V, group TS - with AP control induced by sodium tauracholate to 3% and
saline IV; group GD - control with saline intra-ductal and gadolinium chloride 1V; group
GDTS - pre-treatment with GD (24 hours before the induction of AP) and group TSGD -
treatment with GD (1h after the induction of AP). Euthanasia was carried out in 24 hours
after the induction of pancreatitis. Analysis was made in serum amylase, transaminases
and TNF-a; determination of the MPO activity in lung tissue, lung and pancreatic
histology. RESULTS: The number of dead animals before the end of the experiment
was significantly higher in group TSGD (p = 0,046). The scores of pancreatitis and lung
damage were higher in the groups who used sodium tauracholate compared to groups
with intra-ductal infusion of saline solution. There were no differences in other variables
studied in comparison between groups TS; GDTS and TSGD. CONCLUSIONS: In this
study the benefits with the use of gadolinium chloride as a prophylactic and therapeutic

drug were not demonstrated.
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RESUMO

INTRODUCAO: Estudos experimentais sugerem que o uso de um bloqueador seletivo
das células de Kupffer, cloreto de gadolinio, utilizado como pré-tratamento, 24 horas
antes da inducdo da pancreatite, resulta na diminuicAo de mortalidade e da leséo
pulmonar associada. OBJETIVO: Avaliar os efeitos do uso de cloreto de gadolinio
como pré-tratamento e tratamento em um modelo experimental de pancreatite em ratos
induzida por tauracolato de sodio a 3%. METODOS: Ratos Wistar foram divididos em 5
grupos: grupo SF — controle com solugéo fisiolégica intra-ductal e IV; grupo TS —
controle com PA induzida por tauracolato de sodio a 3% e solugdo fisioldgica a 0,9%
IV; grupo GD - controle com SF intra-ductal e cloreto de gadolinio IV; grupo GDTS -
pré-tratamento com GD (24h antes da inducdo da PA) e grupo TSGD - tratamento
com GD (1h ap6s a indugdo da PA). Apoés a inducdo da pancreatite foi realizado
eutanasia em 24h. Dosagem sérica de amilase, transaminases e TNF-a; dosagem da
atividade da MPO no tecido pulmonar; histologia pancreética e pulmonar.
RESULTADOS: O numero de animais mortos antes do término previsto do
experimento foi significativamente maior no grupo TSGD (p=0,046). Os escores de
pancreatite e de dano pulmonar foram mais elevados nos grupos que utilizaram
tauracolato em comparagéo aos grupos com infuséo intra-ductal de solugéo salina. N&o
houve diferencas nas demais variaveis estudadas na comparacao entre os grupos TS;
GDTS e TSGD. CONCLUSOES: Nao foram demonstrados beneficios com o uso de

cloreto de gadolinio de forma profilatica e terapéutica.



41

INTRODUCAO

A pancreatite aguda € um processo inflamatério que se apresenta com dor
abdominal associada ao aumento de enzimas pancreéticas no sangue e na urina 2,
Com alguma frequéncia evolui com inflamag&o de tecidos peripancreaticos podendo as
vezes atingir 6rgéos distantes e causar a morte ©.

A falta de tratamento especifico para a pancreatite aguda com eficacia
comprovada e baseada em evidéncias tem estimulado a pesquisa, em modelos
experimentais, de medicagfes que ajam no bloqueio da resposta inflamatéria sistémica
desencadeada por esta doenca.

A inflamacdo pancreédtica local leva a producdo de citocinas que sé&o
responsaveis diretamente pela morbidade e mortalidade da pancreatite aguda “®.
Estudos experimentais mostraram o envolvimento do figado (mais precisamente das
células de Kupffer) no processo de amplificacdo da resposta inflamatoria sistémica
atravées da ativagcdo destas células pelas citocinas produzidas pelo péancreas
inflamado®%12),

O bloqueio destas células por cloreto de gadolinio, dado de forma profilatica,
mostrou-se promissor em alguns estudos experimentais em que foi observado

(4,6;13

diminuicdo de mortalidade e de dano pulmonar ). Por outro lado, os efeitos desta

droga nao estdo totalmente esclarecidos, além de ter sido utilizada apenas como pré-
tratamento 4&710:12-15)
Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do uso de gadolinio antes e

apés a indugcdo da pancreatite utilizando um modelo experimental com infuséo de

tauracolato de sodio no ducto bilio-pancreético.
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METODOS

AMOSTRA

Foram utilizados para o estudo 65 ratos Wistar (Rattus norvergius albicuns),

machos, adultos, com peso entre 233 g e 450 g.

No projeto piloto, realizado para o treinamento da canulagdo do ducto

pancreatico e dissecgdo venosa, foram utilizados 10 animais.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupo SF — Canulagéo e infusédo de solucéo salina no ducto bilio-pancreético e
administragdo de solugdo salina IV (24 horas antes da infusdo
ductal e 1 hora ap6s). (n = 5 animais).

Grupo TS - Indugéo de pancreatite com tauracolato e administragéo de solugéo
salina IV (24 horas antes da infusdo ductal e 1 hora apds). (n = 9
animais).

Grupo GD — Administracao IV de solugéo salina 24 horas antes da canulagéo e
infusdo de solugdo salina no ducto bilio-pancreético seguido de
administragdo de cloreto de gadolinio IV lhora apo6s a infusédo
ductal. (n = 5 animais).

Grupo GDTS - Administracdo de cloreto de gadolinio IV 24 horas antes da
inducdo de pancreatite com tauracolato seguido, 1 hora apéds, de
infuséo IV de solugéo salina. (n = 9 animais).

Grupo TSGD — Administragéo IV de solugéo salina 24 horas antes da inducao
de pancreatite com tauracolato seguida, 1 hora apos, de infuséo IV

de cloreto de gadolinio. (n = 9 animais)
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Foi realizado a reposicdo dos animais que ndo sobreviveram até a realizagcdo
da eutanasia para manter a distribuicdo estabelecida de 5 animais nos grupos SF e

GD, e 9 animais nos demais grupos.

TABELA 2: Grupos Experimentais

Grupo | Ratos IV 24h antes Canulagéo ducto bilio-pancreético 1V 1h depois Eutanésia 24h ap6s
SF 6 SF 0,9% SF 0,9% SF 0,9% 6 ratos

TS 16 SF 0,9% Tauracolato de Sédio a 3% SF 0,9% 12 ratos

GD 5 Gadolinio SF 0,9% SF 0,9% 5 ratos

GDTS | 16 Gadolinio Tauracolato de Sodio a 3% SF 0,9% 9 ratos

TSGD | 22 SF 0,9% Tauracolato de Sodio a 3% Gadolinio 10 ratos

INDUCAO DA PANCREATITE AGUDA

O modelo experimental utilizado para indugcdo da pancreatite aguda foi o de
infusdo intraductal de tauracolato de sédio a 3% (Taurocholic acid sodium salt hydrate

— synthesized from cholic acid -T4009-, Sigma-Aldrich, Nova Zelandia) “©.

Conforme o protocolo utilizado, os animais, apos jejum de 6 horas, foram
anestesiados com cloridrato de ketamina 50 mg/kg (Dopalen®, Sespo Industria e
Comércio LTDA, Jacarei, Sdo Paulo), juntamente com cloridrato de xilazina 20 mg/kg
(Anasedan®, Sespo Industria e Comércio LTDA, Jacarei, S&o Paulo) intraperitonial. O
procedimento cirargico foi o seguinte: laparotomia mediana com comprimento
aproximado de 2 cm seguida de exteriorizacdo do duodeno com identificacdo do

pancreas e do ducto bilio-pancreatico na face mesentérica da alga duodenal (figuras 1
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e 2). Apos foi realizada uma duodenotomia puntiforme na borda antimesentérica no
lado oposto a abertura do ducto utilizando agulha 25x7 para obter-se a canulagéo
transpapilar do ducto bilio-pancreatico com cateter n® 24 G (cateter intravascular
periférico Jelco — Teflon, Medex Medical LTD, Inglaterra) por aproximadamente 5 mm,
evitando danificar o pancreas (figura 3) *”. Apés foi realizado a oclusdo temporaria do
ducto bilio-pancreatico ao nivel do hilo hepatico com clampe vascular delicado que
permaneceu até o término da infuséo (figura 4). A inducdo da pancreatite foi realizada
por infusdo retrégrada de 0,5mL de taurocolato de sddio a 3% através de bomba de

infusdo numa velocidade de 0,1mL/min @9,

Apo6s a remogdo do clampe, o cateter foi retirado, o orificio duodenal suturado
com fio monofilamentar agulhado de polipropileno 7-0 (Premilene®, B-BRAUN Medical,
Bogota, Colémbia) (figura 5) e o abdémen fechado em plano Unico com fio

monofilamentar de nylon 4-0 (Shalon®, Shalon Fios Cirlrgicos Ltda, Goias, Brasil).

Nos grupos SF e GD os procedimentos foram realizados de forma idéntica com

excegdo da injecdo de tauracolato que foi substituido por solucéo salina.

No grupo pré-tratamento (GDTS) foi realizado a infusdo de cloreto de gadolinio a
4% (gadolinium (Il) chloride anhydrous, Aldrich) na dose de 10mg/kg™®
(aproximadamente 0,250 mL) pela veia jugular 24 horas antes da indugcdo da
pancreatite (figura 6). No grupo tratamento (TSGD), o cloreto de gadolinio foi infundido

1 hora ap6s a indugdo. O controle foi realizado com a infuséo de solucéo salina.



Figura 1. Exposi¢éo do duodeno

Figura 2. Visualizacdo do ducto bilio-pancreatico (setas)
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Figura 4. Infusdo de tauracolato apdés clipagem do ducto bilio-pancreatico junto
ao hilo hepatico
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Figura 5. Fechamento da duodenotomia com ponto em “X”

Figura 6. Puncao da veia jugular, apés dissec¢do, para infusdo endovenosa de cloreto
de gadolinio ou soro fisiolégico
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MORTE DOS ANIMAIS

A eutandsia ocorreu 24 horas ap0s o inicio do experimento por exsanguinacao.
Foram anestesiados conforme previamente descrito. Apés a cavidade toracica foi
aberta por esternotomia mediana, coletado 3 a 4 mL de sangue por puncao cardiaca e

removidos os pulmdes através de disseccéao (figura 7).

Em seguida, a cavidade abdominal foi aberta por extensdo da inciséo anterior,
apos a tracdo do colon e do duodeno, o pancreas foi exposto sendo removido na sua
totalidade e dissecado cuidadosamente, retirando-se todo o tecido adiposo e linfonodos

adjacentes (figura 8).

Figura 7. Puncdo cardiaca / eutanésia
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Figura 8. Resseccdo do pancreas

COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

O sangue foi coletado através de puncdo cardiaca (figura 7) e acondicionado
em tubos plasticos (Vacuette 4mL, Greiner Bio-one Brasil, Americana, S&o Paulo) que
foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos sendo o soro separado e estocado a

-80°C.

O pulmao direito foi coletado, para analise da atividade da mieloperoxidase, por
meio de disseccdo delicada seguida de lavagem do mesmo com solugédo salina com
EDTA a 10% (figura 9), acondicionamento em papel aluminio (figura 10), congelacao

em nitrogénio liquido e, apos, armazenado a -80°C.
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Figuras 9 e 10. Lavagem do pulmé&o com EDTA 10% e acondicionamento em papel aluminio
antes da congelacdo em nitrogénio liquido

Os tecidos pancreatico (figura 11) e pulmonar (pulmdo esquerdo) foram

conservados em formalina tamponada a 10% por 24 horas.

Figura 11. Duodeno, pancreas e bago
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os animais cujo pancreas foi danificado durante a canulacdo
do ducto pancreético ou quando houve perfuracdo do ducto durante este procedimento;
cujo 6Obito ocorreu antes do término previsto do experimento (24 horas); ou quando as

amostras de sangue estavam hemolisadas.

TABELA 3: Animais Excluidos

N°. de Ratos | Durante o Procedimento Submetidos & Eutandsia ~ Amostras Hemolisadas  Analisados
por Grupo ou Obitos antes de 24h

SF=6 0 6 (100%) 1 (16%) 5
TS=16 4 (25%) 12 (75%) 3 (25%) 9
GD=5 0 5 (100%) 0 5
GDTS= 16 7 (43,7%) 9 (56,2%) 0 9
TSGD= 22 12 (54,5%) 10 (45,4%) 1 (10%) 9

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Pancreas

Apos disseccdo das pecas, as mesmas foram processadas e realizados cortes
de 0,5 micra sendo que cada lamina foi composta por duas amostras coradas pela
técnica de hematoxilina-eosina.

As laminas foram numeradas aleatoriamente de maneira a ndo permitir sua
identificacdo e examinados por patologista experiente em patologia experimental

pancreética, utilizando uma adaptagéo da escala padronizada de Schmidt et al*”.
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Foram pesquisados edema, necrose acinar, hemorragia no parénguima e no
tecido gorduroso, necrose gordurosa e infiltrado leucocitario intralobular e perivascular,
cuja graduacdo permitia a avaliacdo de um escore total de 28 pontos, conforme a

tabela 447,

Pulmao

A andlise microscoépica do tecido pulmonar foi realizada de forma semelhante,
sendo avaliados: edema intra-alveolar, hemorragia intra-alveolar e infiltrado neutrofilico.
Os escores seguiram a seguinte graduacédo: 0-ausente; 1-leve; 2-moderado; 3-intenso;

4-muito intenso.
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Tabela 4: Critérios de Andlise Histologica para o Pancreas.

Anélise Histoldgica — Pancreas

-
0

AW DN

A WO NP O =—

|
0
1
2
3
4

2w N PR OL

Edema:
Ausente

— Necrose Acinar
Ausente

11- Hemorragia Pareng.  Gordura

Ausente

1-2 focos
3-4 focos
5-6 focos

7 ou mais
focos

— Necrose gordurosa
Ausente

1-2 focos

3-4 focos

5-6 focos

7 ou mais focos

Focal / difusa de 1 - 4 células necroticas

Focal / difusa de 5-10 células necrdticas

Focal / difusa de 11 - 16 células necrdticas (foco de necrose confluente)
Focal / difusa de mais de 16 células necréticas (extensa necrose confluente)

Expanséo focal / difusa do septo interlobar
Expanséo focal / difusa do septo interlobular
Expanséo focal / difusa do septo interacinar
Expanséo focal / difusa do septo intercelular

1V- Infiltrado intralobular

A W NN O

2w N PR OL

0-1 leucdcito intralobular

Foco (Lou +) com 2 — 10 leucdcitos intralobular
Foco (1ou +) com 11 - 20 leucdcitos intralobular
Foco (Lou +) com 21 — 30 leucdcitos intralobular

Foco (1ou +) com mais de 30 leucdcitos intralobular
(micro abscesso focal ou confluente)

I — Infiltrado perivascular

0-1 leucdcito perivascular

Foco (lou +) com 2 — 10 leucdcitos perivascular
Foco (Lou +) com 11 — 20 leuctcitos perivascular
Foco (lou +) com 21 — 30 leucécitos perivascular

Foco (Lou +) com mais de 30 leucdcitos perivascular
(micro abscesso focal ou confluente)

CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS

Pancreas

Edema: presenca de liquido seroso ou alargamento dos espacos intercelulares,

interacinares, interlobulares e interlobares.
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Necrose Acinar: considerada como alteracBes degenerativas citoplasmaticas

com a presenca de nucleos degenerados, ou em caridlise.

Necrose gordurosa / esteatonecrose: necrose do tecido adiposo, de cor azulada,

associada ou nao a hemorragia no tecido peripancreatico ou intrapancreético.

Hemorragia: presenca de eritrdcitos fora do leito vascular.

Infiltrado perivascular: presenga de polimorfonucleares e mononucleares
adjacentes a vasos sanguineos ou em diapedese, permeando a parede

vascular.

Infiltrado intralobular: presenca de polimorfonucleares e mononucleares dentro

do parénquima lobular.

Figura 12. Inflamacé&o aguda do parénquima pancreéatico
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Figura 13. Esteatonecrose

Pulmao:

Edema intra-alveolar: presenca de liquido seroso dentro do alvéolo pulmonar

Figura 14. Edema intra-alveolar

Esteatonecrose
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Hemorragia intra-alveolar: presenca de eritrécitos dentro dos alvéolos.

Figura 15. Hemorragia intra-alveolar

Infiltrado neutrofilico pulmonar: presenca de polimorfonucleares nos septos alveolares

ou dentro dos alvéolos.

Figura 16. Infiltrado neutrofilico
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ANALISE BIOQUIMICA

Amilase
Foram realizadas dosagens em duplicata utlizando teste enzimatico
colorimétrico (Cobas, Roche, Indianapolis, USA) — (valores de referéncia baseados em

ratos sem pancreatite: 530-810 U/L)"*9,

AST/TGO, ALT/TGP
Foram realizadas dosagens em duplicata utilizando Teste UV (Cobas, Roche,

Indianapolis, USA). Valores de referéncia: TGO (81+11,7 U/L); TGP (51+12,3 U/L).

Mieloperoxidase Pulmonar

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi utilizada como indicativo da
atividade neutrofilica inflamatéria no pulméo. As amostras de tecido pulmonar foram
armazenadas em nitrogénio liquido. No dia do ensaio, para cada 50 mg de peso do
tecido, foram adicionados 500uL de tamp&o de homogeneizacdo (brometo de
hexadeciltrimetilamonia 50mM e tampé&o fosfato de potassio 0,1M). Os tecidos foram
homogeneizados, submetidos ao ultra-som (40Hz) por 15 segundos, congelados e
descongelados por trés vezes em nitrogénio liquido, e centrifugados a 3000 rpm por 30
min a 4°C. Para a reagdo da cinética enzimatica adicionou-se 140 yL de tampé&o fosfato
de potassio (0,1M), 10 uL de amostra, 10 pyL de orto-dianisidina 2% e logo antes da
leitura foi adicionado 12uL de H,O, 20mM. A cinética enzimética foi analisada em placa
de 96 pocos a 450 nm. Os resultados foram expressos em absorvancia/min/mg de

proteina.
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TNF-a

As concentragBes de TNF-a nas amostras de soro foram realizadas através do
método de ELISA, segundo instru¢des do fabricante (Kit RAT TNF-alpha, R&D System,
EUA), no laboratério de Hepatologia Experimental-Fisiologia do Centro de Pesquisas

do HCPA. O limite inferior de deteccao do TNF-a para este método foi de 10 pg/mL.

ANALISE ESTATISTICA

O calculo do tamanho amostral foi baseado nos resultados do estudo de Gloor
et al ). Para detectar uma diferenca significativa entre os grupos controle e os que
utilizaram cloreto de gadolinio para andlise do TNF-a foi calculado amostra de 9
animais em cada grupo utilizando um nivel de significancia de 5% e um poder de
amostra de 90%. O calculo para as demais variaveis, mieloperoxidase e graduacao
histolégica pulmonar foram, respectivamente, 4 e 5 ratos por grupo.

As variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e
relativas percentuais, com comparagéo entre 0s grupos pelo teste de qui-quadrado. As
variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica foram descritas pela média e desvio
padrdo e as com distribuicAo assimétrica pela mediana, minimo e méximo. A
representacao da distribuicdo das variaveis amilase, TNF-a e MPO foram apresentadas
nos gréaficos dotplot (Programa Sigma Plot verséo 8.0).

Para a comparacao do nivel sérico médio de amilase, TGO, TGP, MPO e TNFa
nos diferentes grupos foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) seguidas de
teste post Hoc de Tukey para comparagédo mdltipla.

Para a comparagdo dos escores histoldgicos de pancreatite aguda e do dano
pulmonar nos diferentes grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente

foi feita a transformacg&o por postos das varidveis com distribuicdo assimétrica, sendo
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estes postos comparados pelo teste post hoc de Tukey. Foi utilizado poder da amostra
90% e nivel significAncia 5%. Foi utilizado o programa SPSS (Statistical Package for

the Social Sciences) verséo 14.0 para andlise estatistica dos dados.

ETICA

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Grupo de Pesquisa e PoOs-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre sob

n°06-259.

FINANCIAMENTO

Este projeto foi financiado pelo Fundo de Incentivo & Pesquisa e Eventos do

HCPA (FIPE) com gasto total de R$ 8.794,13 para a sua concluséo.
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RESULTADOS

Dos 65 animais utilizados no estudo, quatro foram excluidos devido a perfuragéo
do ducto pancreético durante a sua canulacdo (n=2 / grupos GDTS e TSGD) e 6bito
durante a anestesia (n=2 / grupos TS e TSGD).

Dos 61 animais restantes, 19 (31,1%) morreram num periodo de 6 a 12 horas
apoés a indugéo da pancreatite, e, por isso, ndo foram utilizados na analise bioquimica e
histolégica. Estes estavam distribuidos da seguinte forma: 3/15 no grupo TS, 6/15 no
grupo GDTS e 10/20 no grupo TSGD.

A andlise estatistica evidenciou uma perda significativamente maior de animais
no grupo TSGD (p=0,046). Nao houve Obitos antes do tempo determinado para o
término do experimento nos grupos controle SF e GD.

Dos 42 animais (68,9%) que sobreviveram até o fim do experimento, cinco
amostras sanguineas estavam hemolisadas e foram excluidas (1/6 no grupo SF, 3/12
no grupo TS, e 1/10 no grupo TSGD).

O total de perdas foi 28/65 (43,07%) animais, 1/6 (16,66%) no grupo SF, 7/16
(43,75%) grupo TS, 0/5 (0%) grupo GD, 7/16 (43,75%) grupo GDTS e 13/22 (59,09%)

grupo TSGD.



Tabela 5: Variaveis Descritivas

61

VARIAVEIS SF TS GD GDTS TSGD p
PESO (gramas) | 369 3435 00 335,7462,18 410,6+23,14* 371,7+46,11 330,4+44.40 0,004
(Média+DP)
TEMPO DE
PRO%'?RL’(\)”S'?NTO 9,645,08  12,445,01 12+41,00  11,243,15  10,5#3,17 0,126
(MédiatDP)
TEXCLUSOES
DURANTE O 0 0 0 0 0
SROCEDENTO 0 (0%) 1 (6,3%) 0 (0%) 1 (6,3%) 2(9,1%) 0,902
n(%)
'OBITOS ANTES
24H 0 (0%) 3 (20%) 0 (0%) 6 (40%) 10 (50%) 0,046
n(%)
'AMOSTRAS
HEMOLISADAS 1 (16,7%) 3 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 1(10%) 0,404
n(%)
* p<0,05 comparado ao grupo TS e TSGD. ' Teste de Qui-quadrado
Tabela 6: Anélise Bioquimica (MédiatDP)
VARIAVEIS SF TS GD GDTS TSGD p
'(“U'\/’E;-ASE 4.905,6+2758,8  7.153,6+4460,12 4.527,4+872,49 15.481+10.495,32*  12.424,3+5.641,94 0,009
TGP (U/L) 54,4+14.29 113,4+85,51 107+43,14 105,8+63,47 125,2475,25 0,448
TGO (U/L) 214,6+69,45 449,3+517,16 310+36,11 425,4+261,32 410,4+142,52 0,636
TNF -a 15,08+3,74 18,6+1,83 14,32+4,52 17,7+4,44 21,4+3,59* 0,008
(pg/mL)
MPO
(absorvancia/ 0,058+0,013" 0,096+0,031 0,074+0,015 0,096+0,017 0,081+0,022 0,019

min/mg prot)

* p<0,05, comparado com os grupos SF e GD; ' p<0,05, comparado com os grupos TS e GDTS.
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DOSAGEM SERICA DE AMILASE

A confirmacéo laboratorial de PA foi demonstrada através da dosagem de
amilase expressa em U/L. Todos os animais tiveram dosagens pelo menos trés vezes

o limite superior do valor de referéncia.
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Figura 17. Dosagem da amilase. (p = 0,009)



DOSAGEM SERICA DE TNF-a

A dosagem do TNF-a foi expressa em pg/mL de proteina.
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Figura 18. Dosagem do TNF-a. (p = 0,008)
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MIELOPEROXIDASE PULMONAR

A dosagem da atividade da MPO, utilizada para avaliar a infiltragcdo neutrofilica
no tecido pulmonar induzida pela pancreatite aguda foi expressa em

absorvancia/min/mg de proteina.
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Figura 19. Dosagem atividade da mieloperoxidase pulmonar. (p =0,019)
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ANALISE HISTOLOGICA

As tabelas abaixo mostram as comparag6es dos indices histolégicos entre os

grupos.

Tabela 7: Achados Histopatoldgicos — Tecido Pancreatico — Mediana (min-méx)

VARIAVEIS SF TS GD GDTS TSGD P
EDEMA 1 (0-2)* 2 (0-3) 1(0-3) 3 (2-4) 2 (1-4) 0,025
NECROSE 1(0-2)' 4 (0-4) 1(0-4) 4(2-9) 4(0-4) 0,011
Eiggﬁg@%‘ﬁ 1(0-) 2 (0-4) 0(0-3) 1(1-4) 2(0-4) 0,262
HEMORRACIA 1(1-2) 2 (1-4) 3(0-4) 1(0-4) 2 (1-4) 0,384
G | sew e e aes zes om0
GNECROSE 0(0-2) 1(0-4) 0(0-2) 3(0-4) 1(0-4) 0,146
M| 00 e en es  aes oo
PAEEECE’ETEITE 5 (1-11)" 16 (6-22) 7 (4-18) 16 (8-28) 11 (6-26) 0,016

’ p<0,05, comparado com o grupo GDTS; ' p<0,05, comparado com os grupos TS, GDTS e TSGD; * p<0,05, comparado com 0s

grupos TS e GDTS.

Tabela 8: Achados Histopatol6gicos Tecido Pulmonar — Mediana (min-max)

VARIAVEIS SF TS GD GDTS TSGD p
ALVEOLAR 1) 109 102) 102 1a-4) 0,136
:?\JET'\Q%{ARLA\/CEISL AR 1(1-2) 2 (1-3) 1(0-1)* 2 (1-3) 3 (2-4) 0,001
NEUTROFILICO 002 29 101y 102 219) 0,005
ESCORE LESAO 3 (1-4) 5 (3-8) 3 (0-4) 5 (3-6) 6 (4-9) <0,001

PULMONAR

’ p<0,05, comparado com os grupos TS, GDTS e TSGD; ' p <0,05, comparado com o grupo TSGD; * p <0,05, comparados com 0s

grupos TS e TSGD
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DISCUSSAO

DO MODELO EXPERIMENTAL ESCOLHIDO

O modelo experimental adotado foi baseado na técnica descrita por Aho et al, e
escolhido por ser o que reproduz pancreatite semelhante a induzida por calculos
biliares em humanos, além de permitir o estudo da resposta inflamatéria sistémica®.

A concentracéo de tauracolato de sodio utilizada foi estabelecida de acordo com
os estudos realizados por Tonini et al e Aho et al que demonstraram taxas de

1619 Com concentragdo de

mortalidade variadas conforme a concentragéo utilizada'
1% a mortalidade observada foi de 9% em 24 horas, sendo inferior & observada nos
casos graves de pancreatite aguda em humanos™®. O tauracolato de sédio a 4,5% e
5% produz taxas muito elevadas que variam de 71,4% em 72 horas e 100% em 31
horas, respectivamente, o que prejudica a avaliagdo de medidas terapéuticas™®.
Utilizando concentragcdo a 3%, houve 23,5% de mortalidade em 72h nos ratos
estudados por Aho et al.

Optamos por utilizar uma concentracdo intermediaria de 3%, a qual propicia taxa
de mortalidade proxima a encontrada na pancreatite aguda grave em humanos e
permite o estudo da resposta inflamatéria sistémica ap6s 24 horas da inducao.

Quanto a perda de animais antes do periodo determinado para o término do
experimento (24 horas), observamos 20% de 6bitos no grupo TS representado por
ratos com pancreatite, compativel com a encontrada no estudo de Aho et al'®. Tendo
em vista que os animais mortos eram verificados no dia seguinte & inducdo da

pancreatite, ndo utilizamos estes ratos devido ao tempo impreciso do 6bito o que nédo

propiciou a coleta das amostras de forma adequada.
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Nos grupos GDTS e TSGD, nos quais, foi utilizado cloreto de gadolinio antes e
apoés a indugdo da pancreatite, a taxa de mortalidade observada no periodo anterior &
eutanasia foi de 40 e 50%, respectivamente, sendo significativamente maior no grupo
TSGD. Gloor et al demonstraram, em experimento que induzia pancreatite aguda em
camundongos através de dieta deficiente em colina e suplementada com etionina,
haver diminuicdo da mortalidade com o uso de cloreto de gadolinio em comparacao
com o grupo controle (52% vs 86% em 10 dias — p <0,001)®. Portanto houve um
contraste acentuado entre os resultados dos dois estudos.

4713 0 peso

A maioria dos estudos utilizou ratos com peso médio de 250-300g ¢
preconizado para a induc@o de pancreatite através de infus@o ductal fica em torno de
200-350g. Em nosso estudo a faixa de peso ficou entre 233-450g. Antes do inicio do

experimento houve aumento significativo do peso médio do grupo GD em relag&o aos

grupos TS e TSGD (p=0,004) que acreditamos néo ter influenciado nos resultados.

DOS RESULTADOS E SUA INTERPRETACAO

AMILASE

Todos os grupos tiveram indugdo de pancreatite (amilase sérica trés vezes
acima do limite superior do valor de referéncia). A dosagem de amilase, apesar de ndo
constituir em marcador de gravidade para a pancreatite, foi diferente entre os grupos.

Houve maior aumento da amilase nos grupos com pancreatite induzida por
tauracolato de sédio em relacdo aos grupos que utilizaram solucéo fisioldgica intra-
ductal. Além disso, os que utilizaram cloreto de gadolinio tiveram os valores mais
elevados, sendo que, estatisticamente, o grupo GDTS apresentou dosagem superior

aos grupos controle SF e GD (p=0,009).
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Em outros estudos, o aumento da amilase foi similar nos grupos com pancreatite
e que receberam gadolinio, sugerindo que a inibicdo das células de Kupffer ndo tinha

efeito na intensidade do dano pancreatico® "2,

TGO /TGP
Da mesma forma que os estudos realizados por Folch et al®” e Liu et al*?, nao
houve influéncia do uso de gadolinio no aumento das transaminases, sugerindo nao

ocorrer dano hepatocelular relacionado ao experimento, sobretudo ao clampeamento

ductal que foi realizado.

TNF-a

Foi utilizado como marcador de inflamagdo sistémica. Houve pequena
expressdo na dosagem de TNF-a, sugerindo resposta inflamatéria sistémica discreta.
Por outro lado, houve tendéncia de maior producdo de TNF nos grupos em que foi
utilizado o tauracolato de sddio 3% (TS, GDTS e TSGD) quando comparados aos
grupos controle (SF e GD). Todavia, esperavamos que houvesse diminuicdo nos niveis
de TNF-a nos grupos que utilizaram tratamento com gadolinio (GDTS e TSGD). Ao
contrario, houve aumento significativo no grupo que utilizou gadolinio 1 hora apds a
inducéo da pancreatite (grupo TSGD) em comparagéo aos grupos controle SF e GD (p
=0,008).

O estudo realizado por Gloor et al observou valores de TNF-a
consideravelmente mais elevados nos grupos com pancreatite (605+188 pg/mL),
apresentando diminuicdo com o uso de cloreto de gadolinio como pré-tratamento
(361+86 pg/mL) ® Os demais estudos também demonstram diminuicbes nos niveis

séricos de TNF-a, que variam de 21% a 55%, com o uso de cloreto de gadolinio®® "3,
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Neste estudo, ndo houve o efeito esperado do cloreto de gadolinio na diminuicdo dos
niveis de TNF-a.

Em experimento realizado para pesquisar dano hepético em ratos Wistar com
exposicao a lipopolissacarideos e submetidos ao bloqueio de células de Kupffer com
cloreto de gadolinio, também foi relatado a auséncia de efeito desta droga nos niveis

de citocinas e de TNF-a®?,

MPO

A dosagem da atividade da mieloperoxidase no tecido pulmonar € um marcador
de infiltrag&o neutrofilica. Houve uma tendéncia de obtenc&o de valores superiores de
MPO nos grupos que tiveram indugdo de pancreatite por tauracolato de sodio, porém
foram significativamente maiores nos grupos TS e GDTS em comparac¢éo ao grupo SF
(p = 0,019).

Da mesma forma que a dosagem de TNF-a, esperdvamos valores mais
elevados de MPO nos grupos com pancreatite. Foram relatadas diminuicbes que
variavam de 22% a 43% nos niveis de atividade da mieloperoxidase nos grupos que
utilizaram gadolinio como pré-tratamento em comparacdo com 0S grupos com

pancreatite573),

ANALISE HISTOPATOLOGICA PANCREATICA

A pancreatite induzida por tauracolato de sédio obteve escores histologicos
superiores a induzida por solucéo fisiolégica. A elevacdo dos escores nos grupos que
utilizaram solucgéo fisiologica pode ser explicada pelo simples fato da possibilidade de
hipertenséo ductal durante a infuséo.

O edema pancreético foi significativamente maior no grupo GDTS em

comparagao ao grupo controle — SF.
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A necrose acinar foi significativamente mais intensa nos grupos que tiveram
inducdo de pancreatite por tauracolato de sédio (TS, GDTS e TSGD) em comparagéo
com o grupo SF.

O infiltrado de leucdcitos no parénquima foi mais elevado nos grupos TS e
GDTS em comparag¢ao com o grupo SF.

A infiltracdo perivascular foi significativamente mais intensa nos grupos com
pancreatite induzida por tauracolato em comparagdo com o grupo controle SF.

O escore final do dano pancreético, composto pelos acima, foi significativamente
maior nos grupos TS e GDTS em comparagéo com o grupo SF.

Houve inducédo de pancreatite aguda em todos os grupos comprovada pelos
achados histologicos, sendo mais intensa nos grupos que utilizaram tauracolato de
s6dio estando de acordo com outros estudos realizados*62122),

Era esperado que houvesse aumento significativo dos escores avaliados nos
grupos TS, GDTS e TSGD em comparagdo como os grupos SF e GD. No entanto, ndo
houve diferengas com o grupo controle — GD, o que pode sugerir efeito potencializador
do cloreto de gadolinio no dano pancreatico.

Se compararmos 0s grupos que utilizaram cloreto de gadolinio (TSGD e GDTS)
com o grupo TS néo se observa influéncia do uso desta droga nos escores histolégicos
de pancreatite induzida por tauracolato de sdédio, estando de acordo com outros

estudos™®&7.

ANALISE HISTOPATOLOGICA PULMONAR
O dano pulmonar foi avaliado por escores histologicos que tenderam a ser
maiores nos grupos com pancreatite induzida por tauracolato em comparagéo aos que

foi infundida solugéo salina. Houve aumento significativo do escore de lesdo pulmonar

nos grupos TS e TSGD em comparagao aos grupos SF e GD.
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A hemorragia intra-alveolar foi maior nos grupos TS, GDTS e TSGD em
comparacdo com o grupo GD. Além disso, o grupo TSGD também teve escores de
hemorragia intra-alveolar mais elevados comparado com o grupo SF.

Quanto ao infiltrado neutrofilico podemos observar que os grupos TS e TSGD
tiveram aumento significativo (p=0,005) em comparagéo aos grupos controle SF e GD.

Esperava-se que houvesse diferengas entre o grupo TS e 0s grupos controle SF
e GD e que os grupos que utilizaram cloreto de gadolinio como tratamento e preé-
tratamento tivessem escores inferiores ao encontrados no grupo TS.

O uso do gadolinio ndo diminuiu os escores de lesdo pulmonar nos ratos

estudados.
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CONCLUSOES

O modelo experimental utilizado induziu pancreatite aguda em todos 0s grupos,
sendo mais intensa nos grupos submetidos a infusdo de tauracolato de sédio a 3%,
como pode ser observada pelos escores histoldgicos e pela dosagem da amilase.

Houve demonstragcédo de dano pulmonar através da andlise histolégica. Por outro
lado, ndo houve evidéncia inequivoca de resposta inflamatéria sistémica pelos baixos
valores de TNF-a e MPO observados nos grupos com pancreatite induzida por
tauracolato de sédio.

Apesar de ter sido verificado histologicamente o dano pulmonar, ndo foi possivel
demonstrar de forma substancial os beneficios com o uso de cloreto de gadolinio tanto
de forma profilatica (24 horas antes da indugdo da pancreatite aguda), como também
de forma terapéutica (uma hora apdés a inducdo) devido a falha na comprovacao
bioquimica da inducéo de resposta inflamatéria sistémica.

O fato de ter havido maiores perdas de animais (0bitos antes do tempo previsto
para o término do experimento — 24 horas) nos grupos com pancreatite aguda e que
utilizaram cloreto de gadolinio sugere haver efeito adverso desta droga neste modelo

experimental.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effects of the use of gadolinium chloride before and after
induction of acute pancreatitis with sodium taurocholate 3% in rats.

Methods: Wistar rats were divided into 5 groups: SF - control with saline intra-ductal
and IV, GD - control with saline intra-ductal and gadolinium chloride IV; TS - with AP
control induced by sodium taurocholate 3% and saline 1V; GDTS - pre-treatment with
GD (24 hours before the induction of AP) and TSGD - treatment with GD (1h after the
induction of AP). Analysis was made in serum amylase, transaminases and TNF-q;
determination of the MPO activity in lung tissue, lung and pancreatic histology.
Results: The number of dead animals before the end of the experiment was
significantly higher in TSGD (P = 0.046). The scores of pancreatitis and lung damage
were higher in the groups that used sodium taurocholate compared to groups with
intra-ductal infusion of saline solution. There were no differences in other variables
studied when comparing TS, GDTS and TSGD groups.

Conclusions: In this study, the benefits with the use of gadolinium chloride as a

prophylactic and therapeutic drug were not demonstrated.

Keywords: sodium taurocholate; gadolinium chloride; acute pancreatitis; lung injury
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INTRODUCTION

Acute pancreatitis leads to the production of inflammatory response which is

1-7
directly responsible for morbidity and mortality of illness . Experimental studies

showed the involvement of the Kupffer cells in the process increases the systemic

inflammatory response through the activation of these cells by cytokines produced by

. 2,4,8-14
inflamed pancreas

In some experimental studies, prophylactic blockage of Kupffer cells by

gadolinium chloride showed to be promising into reducing the mortality and pulmonary

2,4,15
damage . On the other hand, the effects of this drug are not fully clarified, as it has

. 2,4,8,11, 13, 15-17
been utilized only as pretreatment

The purpose of this study is to evaluate the effects of the use of gadolinium
chloride before and after the induction of acute pancreatitis in rats through the

experimental model with infusion of sodium taurocholate in the biliopancreatic duct.

MATERIALS AND METHODS

SAMPLE

The study utilized 65 male Wistar rats (Rattus norvergius albicuns), weighing
233-450 g. The animals that did not survive until euthanasia was performed were
replaced, to keep the distribution established for the sample calculation of five animals

in groups SF and GD and nine animals in the other groups. Table 1 shows the division

18
of the experimental groups
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ACUTE PANCREATITIS INDUCTION

All animals, after a 6-hour fast, were anesthetized with chloridrate of ketamine
at 50 mg/kg (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio LTDA, Jacarei, Sdo Paulo), along
with chloridrate of xylazine at 20 mg/kg (Anasedan®, Sespo Industria e Comeércio
LTDA, Jacarei, Sado Paulo), by an intraperitoneal injection. The surgical procedure was
as follows: median laparotomy of approx. 2 cm long followed by duodenum
exteriorization with identification of pancreas and biliopancreatic duct on mesenteric face
of duodenal bulb (Figure 1A). After that, a punctiform duodenectomy was performed at
the antimesenteric edge. A transpapilar cannulation of the biliopancreatic duct was
obtained with n® 24 G catheter (peripheral intravascular catheter by Jelco — Teflon,

Medex Medical LTD, England) for approximately 5 mm, avoiding damages to pancreas

(Figure 1B)19. After that, a temporary occlusion of the biliopancreatic duct was
performed at the liver hilum with a delicate vascular clamp that remained until the end
of the infusion (Figure 1C). Pancreatitis induction was performed through retrograde
infusion of 0.5 mL sodium taurocholate at 3% (Taurocholic acid sodium salt hydrate —

synthesized from cholic acid -T4009-, Sigma-Aldrich, New Zealand), using an infusion

18
pump at the speed of 0.1mL/min

After the clamp removal, the catheter was also removed, the duodenal orifice

was needle sutured with monofilament thread of polypropylene 7-0 (Premilene®, B-

BRAUN Medical, Bogotd, Colombia) and the abdomen was closed at a single plane

with monofilament thread of nylon 4-0 (Shalon®

, Shalon Fios Cirurgicos Ltda, Goias,
Brazil).
In SF and GD groups, the procedures were performed identically, except for the

injection of taurocholate, which was replaced with a saline solution.

The infusion of gadolinium chloride at 4% (gadolinium chloride anhydrous,
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Aldrich) at the dose of 10 mg/kg (approximately 0.250 mL) was performed in the

pretreatment group (GDTS) through the jugular vein 24 hours before pancreatitis

induction 1°. In the treatment group (TSGD), gadolinium chloride was infused 1 hour
after the induction. The control was performed with the infusion of the saline solution.
Euthanasia occurred 24 hours after the experiment start through
exsanguination. They were anesthetized as previously described. After that, the
thoracic cavity was opened through median sternotomy, 3 to 4 mL of blood was
collected through cardiac punction and the lungs were removed through dissection.
After that, the abdominal cavity was opened through the previous incision to

remove the entire pancreas en bloc.

SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION

Blood was collected through cardiac punction and conditioned in plastic tubes
(Vacuette 4mL, Greiner Bio-one, Brazil, Americana, S&o Paulo), which were
centrifuged at 5000 rpm for 10 minutes, and serum was separated and stored at -
80°C. The right lung was collected for the analysis of myeloperoxidase activity (indirect
indicator of pulmonary neutrophilic infiltrate), through delicate dissection followed by
washing with saline solution with EDTA at 10%, conditioning in aluminum paper,
freezing in liquid nitrogen and storage at -80°C. Pancreatic and pulmonary tissues (left
lung) were conserved in buffered formalin at 10% for 24 hours.

The animals were excluded from the study according to the following criteria:
animals whose pancreas was damaged during the biliopancreatic duct cannulation or
when there was duct perforation during this procedure, death before the expected time

for the experiment conclusion (24 hours); and samples of hemolyzed blood (Table 2).
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HISTOPATHOLOGIC ANALYSIS

Pancreas

After the dissection, the pancreas was processed in paraffin blocks and sections
of 5 ym were performed, each slide was comprised of two samples stained through
hematoxilin-eosine technique.

The slides were randomly numbered in such way that it was not enable their

identification; they were analyzed by a pathologist expert in experimental pancreatic

19
pathology, using an adaptation of the standardized scale of Schmidt et al , which

include analysis of edema, acinar necrosis, hemorrhage in parenchyma and in fatty
tissue, fat necrosis and intralobular and perivascular infiltrate, whose graduation allowed

the evaluation of a total score of 28 points.

Lung

The microscopic analysis of the pulmonary tissue was similarly performed and
evaluated the following: intra-alveolar edema, intra-alveolar hemorrhage and
neutrophilic infiltrate. The scores were as follows: 0-absent; 1-mild; 2-moderate; 3-

intense; 4-very intense.

HISTOPATHOLOGIC CRITERIA

Pancreas
Edema: presence of serum liquid or widening of intercellular, interacinar,
interlobular and interlobar spaces.

Acinar Necrosis: considered as cytoplasmatic degenerative alterations with the
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presence of degenerated nuclei, or in karyolysis.

Fat necrosis: adipose tissue necrosis, associated or not with hemorrhage in
peripancreatic or intrapancreatic tissue (Figure 2A).

Hemorrhage: presence of erythrocytes outside the vascular bed.

Perivascular infiltrate: presence of polymorphonuclear and mononuclear
infiltrate adjacent to blood vessels or in diapedesis, permeating the vascular wall.

Intralobular infiltrate: presence of polymorphonuclear and mononuclear infiltrate

inside the lobular parenchyma (Figure 2B).

Lung

Intra-alveolar edema: presence of serum-like liquid inside the pulmonary
alveolus (Figure 3A).

Intra-alveolar hemorrhage: presence of erythrocytes inside the alveoli (Figure
3B).

Pulmonary neutrophilic infiltrate: presence of polymorphonuclear infiltrate in

alveolar septa or inside the alveoli (Figure 3C).

BIOCHEMICAL ANALYSIS

Duplicate amylase dosages were performed using colorimetric enzymatic test

(Cobas, Roche, Indianapolis, USA) (reference values based on rats without

20
pancreatitis: 530-810 U/L) .
Duplicate transaminases (AST and ALT) dosages were performed using UV test

(Cobas, Roche, Indianapolis, USA). Reference values: AST (81+11.7 U/L); ALT
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(51+12.3 U/L).

The activity of myeloperoxidase (MPO) enzyme was utilized as indicator of
inflammatory neutrophilic activity in the lung. Samples of the pulmonary tissue were
stored in liquid nitrogen. On the essay day, for each 50 mg of the tissue weight, 500 yL
of homogenization buffer (hexadecyltrimethylammonium bromide 50 mM and potassium
phosphate buffer 0.1 M) were added. The tissues were homogenized, submitted to
ultrasound (40 Hz) for 15 seconds, frozen and unfrozen three times in liquid nitrogen,
and centrifuged at 3000 rpm for 30 min at 4°C. For the enzymatic kinetic reaction, 140
uL of potassium phosphate buffer (0.1 M), 10 pL of sample and 10 pL of ortho-
dianisidine 2% were added, and just before reading 12 yL of H,0, 20 mM were added.
The enzymatic kinetics was analyzed on a plate of 96 wells at 450 nm. The results
were expressed as absorbance/min/mg of protein.

The TNF-a concentration in serum samples were performed using ELISA
method, according to the manufacturer’s instructions (Kit RAT TNF-alpha, R&D

System, USA). The lower limit of TNF-a detection for this method was 10 pg/mL.

STATISTICAL ANALYSIS

The qualitative variables were described through percentage absolute and
relative frequencies, with comparison between the groups using the Chi-square test.
The quantitative variables with symmetric distribution were described through mean
and standard deviation and the variables with asymmetric distribution through median,
min. and max. values.

For the comparison of mean serum level of amylase, AST, ALT, MPO and TNF-
a in the different groups, analyses of variance (ANOVA) were performed, followed by

Tukey’ post-Hoc test for multiple comparison.
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Kruskal-Wallis test was utilized for the comparison of histological scores of acute
pancreatitis and pulmonary lesion in the different groups, and subsequently, the
transformation into posts of variables with asymmetric distribution was performed, and
these posts were compared using Tukey’s post-Hoc test. SPSS (Statistical Package for

the Social Sciences), version 14.0, was utilized for the statistical data analysis.

ETHICS
The study protocol was approved by the Research Ethics Committee of the
Research and Postgraduate Group of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, under n°

06-259.

RESULTS

Considering the 65 animals included in the study, four were excluded due to
biliopancreatic duct perforation during cannulation (n=2 / GDTS and TSGD groups)
and death during anesthetic time (n=2/ TS and TSGD groups) (Table 3).

Considering the 61 remaining animals, 19 (31.1%) died after the induction of
pancreatitis, in the period before euthanasia, and, for this reason, they were not
utilized in the biochemical and histological analysis. They were distributed as follows:
3/15 in TS group, 6/15 in GDTS group and 10/20 in TSGD group. The statistical
analysis showed a significantly greater loss of animals in TSGD group (P=0.046).
There were no deaths before the time determined for the experiment conclusion in SF
and GD control groups (Table 3).

Considering the 42 animals (68.9%) that survived until the end of the experiment,

five blood samples were hemolyzed and were excluded (1/6 in SF group, 3/12 in TS
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group and 1/10 in TSGD group) (Table 3).
Total losses were: 28/65 (43.07%) animals, 1/6 (16.66%) in SF group, 0/5 (0%)
in GD group, 7/16 (43.75%) in TS group, 7/16 (43.75%) in GDTS group and 13/22

(59.09%) in TSGD group.

BIOCHEMICAL ANALYSIS

All animals had the acute pancreatitis through amylase dosage at least three
times the upper limit of the reference value (Table 4; Figure 4).

Table 4 and Figures 5 and 6 show the results of TNF-a dosage and MPO

activity.

HISTOLOGICAL ANALYSIS

Acinar necrosis was significantly more intense in the groups that had sodium
taurocholate-induced pancreatitis (TS, GDTS and TSGD) if compared to SF group. The
total score of pancreatic lesion was significantly higher in TS and GDTS groups, if
compared to SF group.

The pulmonary lesion score was higher in the groups that had sodium
taurocholate-induced pancreatitis, with no differences attributed to the utilization of
gadolinium chloride.

The other histological indexes of pancreatitis and pulmonary lesion are

presented in Tables 5 and 6, respectively.

DISCUSSION
The current experimental model was based on the technique described by Aho et

al. It was chosen because it reproduces pancreatitis similarly to that induced by
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gallstone in humans, and for enabling the study of the systemic inflammatory response

18

The concentration of sodium taurocholate was established according to the

studies of Tonini et al and Aho et al that demonstrated higher mortality rates the higher

18, 21
the concentration used . With the concentration at 1%, the mortality observed was

9% within 24 hours, lower than that observed in severe cases of acute pancreatitis in

21
humans . Sodium taurocholate at 4.5% and 5% produce very high mortality rates that

range from 71.4% in 72 hours to 100% witin 31 hours, respectively, which affects the

18
evaluation of therapeutic measurements . With the concentration at 3%, the mortality

18
observed was 23.5% within 72 hours in rats studied by Aho et al

Our choice of an intermediate concentration of 3% aimed to use a merger to
produce mortality in the experiment similar to what occurs in cases of severe acute
pancreatitis in humans and to allow the study of systemic inflammatory response in 24
hours after induction.

Regarding the loss of animals before the period established for the experiment

conclusion (24 hours), we observed 20% of deaths in TS group, represented by rats

18
with pancreatitis, compatible with that found in the study conducted by Aho et al

Considering that the dead animals were observed on the day after the pancreatitis
induction, we did not utilize these rats, due to imprecise death time, which did not
enable the adequate sample collection.

The deaths occurred only in groups with sodium taurocholate-induced
pancreatitis. In GDTS and TSGD groups, in which gadolinium chloride was utilized
before and after the pancreatitis induction, the mortality rate observed in the period
before euthanasia was 40 and 50%, respectively, significantly greater in TSGD group.

Gloor et al demonstrated, in an experiment that induced acute pancreatitis through
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choline-deficient and ethionine-supplemented diet, reduced mortality with the utilization

of gadolinium chloride when compared to the control group (52% vs. 86% within 10

4

days — P <0.001) . Therefore, regardless of the methodological differences, there was
an accentuated contrast between the mortality rates, if compared to this study. Acute
pancreatitis induction was confirmed in all groups through histological findings, and it

was more intense in groups that utilized sodium taurocholate, which agrees with other

18, 22, 23
studies . The elevation of scores in the groups that utilized physiological solution

can be explained by duct hypertension that occurred during the infusion. We expected a
significant increase of scores evaluated in TS, GDTS and TSGD groups when
compared to SF and GD groups. However, there were no differences in the comparison
to control group — GD, which can suggest a boosting effect of gadolinium chloride on
pancreatic lesion.

Agreeing with other studies, there was no influence of the utilization of

4,8, 15 ) )
gadolinium chloride on the serum levels of amylase and on histological scores of

. 2,4,11,15,16
pancreatitis

TNF-a was used as a marker of systemic inflammation. A small expression in
the TNF-a dosage was observed, suggesting a mild systemic inflammatory response.
On the other hand, there was a tendency to increased production of TNF in the groups
that utilized sodium taurocholate 3% (TS, GDTS and TSGD), when compared to
control groups (SF and GD). However, we expected reduced levels of TNF-a in the
groups that utilized gadolinium (GDTS and TSGD). On the contrary, a significant
increase was observed in the group that utilized gadolinium 1 hour after the pancreatitis
induction (TSGD group) when compared to SF and GD control groups (P = 0.008).

The study conducted by Gloor et al observed considerably higher values of

TNF-a in the groups with pancreatitis, presenting reduction with the utilization of
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4
gadolinium chloride as pretreatment . The other studies also demonstrate reduced

serum levels of TNF-a, ranging from 21% to 55%, with the utilization of gadolinium

2,4,8,15
chloride . Our study did not observe the expected effect of gadolinium chloride on

the reduction of TNF-a levels, as in other studies. In an experiment conducted to study
the hepatic lesion in Wistar rats exposed to lipopolysaccharides submitted to Kupffer cell

blockade with gadolinium chloride also reported the absence of effect of this drug on

24
cytokine and TNF-a levels . In another study conducted by Gloor et al, the reduction of

21% in TNF-a levels in the group pretreated with gadolinium chloride was not

16
statistically significant when compared to the group without treatment

The dosage of myeloperoxidase activity in the pulmonary tissue is a marker of
neutrophilic infiltration. A tendency to higher values of MPO was observed in the
groups that had sodium taurocholate-induced pancreatitis, but they were significantly
higher in TS and GDTS groups when compared to SF group (P = 0.019). As with the
dosage of TNF-a, higher values of MPO were expected in the groups with pancreatitis.
Reductions were reported ranging from 22% to 43% in the levels of myeloperoxidase

activity in the groups that utilized gadolinium as pretreatment, when compared to the

_ . 2,4,8,15,16
groups with pancreatitis

The pulmonary lesion was evaluated through histological scores that tended to
increase in the groups with sodium taurocholate-induced pancreatitis, when compared
to those that utilized saline solution infusion. A significant increase of pulmonary lesion
score was observed in TS and TSGD groups, when compared to SF and GD groups.
We expected to have differences between TS group and SF and GD control groups and
that the groups that utilized gadolinium chloride as treatment and pretreatment would
present lower scores than those found in TS group. The utilization of gadolinium did

not reduce the pulmonary lesion scores in the studied rats, unlike the studies
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conducted by Gloor et al and Liu et al, which showed reduction from 25 to 29%,

2,15
respectively, in the pulmonary lesion scores of rats pretreated with gadolinium . In

another study conducted by Gloor et al, a reduction of only 7% was observed in the

16
pulmonary lesion, without statistical significance

CONCLUSIONS

The experimental model utilized induced acute pancreatitis in all groups and was
more intense in the groups submitted to the infusion of sodium taurocholate at 3%, as
indicated by the histological scores and amylase dosage.

The histological analysis demonstrated pulmonary lesion. On the other hand,
there was no unequivocal evidence of systemic inflammatory response due to the low
values of TNF-a and MPO observed in the groups with sodium taurocholate-induced
pancreatitis.

Although the pulmonary lesion could be histologically demonstrated, it was not
possible to substantially evaluate the benefits with the utilization of gadolinium chloride
in prophylactic form (24 hours before the acute pancreatitis induction) and in
therapeutic form (one hour after the induction), due to failure in the biochemical
confirmation of the systemic inflammatory response induction.

The high number of animal losses (deaths before the expected time for the
experiment conclusion — 24 hours) in the groups with acute pancreatitis that utilized
gadolinium chloride suggests the presence of adverse effect of this drug on this

experimental model.
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Figure 1. View of biliopancreatic duct (A) and
cannulation (B). Clipping of biliopancreatic duct at the

hepatic hilum level (gold clip) (C).
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Figure 2.Steatonecrosis (A) and intralobular infiltrate (B).
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Figure 3. Edema (A) and |ntra aIveoIar hemorrhage

(B). Pulmonary neutrophilic infiltrate (C).
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TABLE 1: Experimental Groups

97

Group Rats IV 24h before Biliopancreatic duct cannulation IV 1h after Euthanasia 24h after

SF 6 Saline 0.9% Saline 0.9% Saline 0.9% 6 rats

TS 16 Saline 0.9% Sodium Taurocholate at 3% Saline 0.9% 12 rats

GD 5 Gadolinium Saline 0.9% Saline 0.9% 5 rats

GDTS 16 Gadolinium Sodium Taurocholate at 3% Saline 0.9% 9 rats

TSGD 22 Saline 0.9% Sodium Taurocholate at 3% Gadolinium 10 rats

TABLE 2: Excluded Animals

Number of Rats During the Procedure Submitted to Euthanasia Hemolyzed Samples Analyzed

per Group or Deaths Before 24h

SF=6 0 6 1 5

TS=16 4 12 3 9

GD=5 0 5 0 5

GDTS= 16 7 9 0 9

TSGD= 22 12 10 1 9
TABLE 3: Descriptive
Variables SF TS GD GDTS TSGD P
Weight (Mean+SD) (grams) 368.3+35.22  335.7+62.18 410.6+23.14* 371.7+46.11 330.4+44.40 0.004
Procedure Time 9.615.08 12.4+5.01 12+1.00 11.2+3.15 10.5+3.17 0.126
(MeanSD) (minutes)
TExclusions During the Procedure n(%) 0 (0%) 1(6.3%) 0 (0%) 1(6.3%) 2(9:1%) 0.902
tDeaths Before 24H n(%) 0 (0%) 3 (20%) 0 (0%) 6 (40%) 10 (50%) 0.046
tHemolyzed Samples n(%) 1 (16.7%) 3 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (10%) 0.404

* P<0.05 compared to TS and TSGD groups; T Chi-square test
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TABLE 4: Biochemical Analysis (MeantSD)

Variables SF TS GD GDTS TSGD P
Amylase (U/L) 4905.6+2758.8 7153.6+4460.12 4527.4+872.49 15481+10495.32* 12424.3+5641.94 0.009
ALT(UIL) 54.4+14.29 113.4+85.51 107+43.14 105.8+63.47 125.2+75.25 0.448
AST (UL) 214.6+69.45 449.3+£517.16 310+36.11 425.4+261.32 410.4+142.52 0.636
TNF — a (pg/ml) 15.08+3.74 18.6+1.83 14.32+4.52 17.7£4.44 21.4+3.59* 0.008
MPO
0.058+0.013% 0.096+0.031 0.074+0.015 0.096+0.017 0.081+0.022 0.019
(absorbance/min/mg prot)
* P<0.05, compared to SF and GD groups; t P<0.05, compared to TS and GDTS groups.
TABLE 5: Histopatologic Findings in Pancreatic Tissue — Median (min-max)

Variables SF TS GD GDTS TSGD P

Edema 1 (0-2)* 2 (0-3) 1 (0-3) 3(2-4) 2 (1-4) 0.025

Acinar Necrosis 1(0-2)t 4 (0-4) 1(0-4) 4 (2-4) 4 (0-4) 0.011

Parenchyma Hemorrhage 1(0-1) 2 (0-4) 0 (0-3) 1(1-9) 2 (0-4) 0.262

Fat Hemorrhage 1(1-2) 2 (1-4) 3 (0-4) 1(0-4) 2 (1-4) 0.384

Intralobular Infiltrate 1 (0-1)* 2 (1-4) 1(1-2) 3 (1-4) 2 (1-4) 0.030

Fat Necrosis 0 (0-2) 1 (0-4) 0 (0-2) 3 (0-4) 1 (0-4) 0.146

Perivascular Infiltrate 0 (0-1t 1(1-4) 1(1-2) 1 (0-4) 1(1-4) 0.021

Pancreatitis Score 5(1-11)° 16 (6-22) 7(4-18) 16(8-28) 11 (6-26) 0.016

* P<0.05, compared to GDTS group; T P<0.05, compared to TS, GDTS and TSGD groups;

GDTS groups.

t

P<0.05, compared to TS and




TABLE 6: Histopatologic Findings in Pulmonary Tissue — Median (min-max)

Variables SF TS GD GDTS TSGD P
Intra-alveolar Edema 1(0-1) 1(1-3) 1(0-2) 1(1-2) 1(1-4) 0.136
Intra-alveolar Hemorrhage 1(1-2)t 2 (1-3) 1 (0-1)* 2 (1-3) 3(2-4) 0.001
Neutrophilic Infiltrate 0 (0-2)* 2 (1-3) 1(0-1)" 112 2(1-3) 0.005
Pulmonary Lesion Score 3 (1-4) 5(3-8) 3(0-4" 5(-6) 6(49  <0.001

* P<0.05, compared to TS, GDTS and TSGD groups; T P<0.05, compared to TSGD group; * P<0.05,

compared to TS and TSGD groups.
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